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Uber die optische Aktivitat 
der durch biochemische Synthese entstandenen Acetoine*) 
Von 


Béla Tanké, Liszl6é Munk und Istvan Abonyi 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Debrecen, Ungarn) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Februar 1940) 


In einer jiingst erschienenen Arbeit!) aus dem hiesigen In- 
stitut wurden Versuche itiber Acetoinbildung durch Erbsenmehl 
veroffentlicht, welche Dirscherls**) Auffassung beim Problem 
der ,Carboligase“ unterstiitzten. Die Frage, ob dabei optisch 
aktives Acetoin entsteht, wurde dort nicht beriihrt. Die optische 
Aktivitit des enzymatisch gebildeten Acetoins wurde von mehreren 
Seiten als ein Beweis fiir die Existenz einer selbstindigen ,,Car- 
boligase“ betrachtet, nach Dirscherl und Schéllig*‘) (vgl. dort 
einschlégige Literatur) kann aber die Bildung von optisch ak- 
tivem Acetoin auch dann erklirt werden, wenn man die Acetoin- 
bildung nur als eine Folge der Carboxylasewirkung auffaBt. 

Es fragt sich nun, wie sich die spezifischen Drehungen der 
durch verschiedene Versuchsobjekte gebildeten Acetoine verhalten ? 
Sind sie einander nach Richtung und GréBe gleich, oder gibt es 
dabei Unterschiede, woraus man vielleicht auf Verschiedenheit 
der decarboxylierenden Mechanismen schlieBen darf? 

Schon aus ilteren Untersuchungen der Neubergschen Schule*) ging 
hervor, daB durch frische Hefe optisch aktives Acyloin gebildet wird. 
Tomiyasu®’) gab genaue Daten an, wonach die spezifische Drehung des 
gebildeten Acetoins bei frischer Hefe oder Trockenhefe, sowie bei Mace- 
rationssaft im Mittel [«]p =— 40° betriigt; derselbe Autor’) fand bei Ba- 
cillus natto [a]p= — 98°, bei Bacillus mesentericus fuscus[e}p= —78°. 
Alle diese Daten beziehen sich auf stark verdiinnte wiBrige Lisungen 


(meistens einige Zehntel Prozent oder noch weniger Acetoin): zu den Ver- 
suchen wurde kein Pyruvinat, nur Glucose und Acetaldehyd zugesetzt. 


*) Uber die Ergebnisse dieser Arbeit wurde von einem von uns (T.) 
auf der Tagung der Ungarischen physiologischen Gesellschaft in Keszthely 
am 9. Juni 1939 kurz berichtet. Vgl. Referat Ber. Physiol. 144, 677 (1939). 
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Dirscherl und Schéllig*) konnten als erste das durch Hefe ge. 
bildete Acetoin in Substanz darstellen: bei frischer Hefe, sowie Trockep. 
hefe fanden sie eine spezifische Drehung [a]p = — 26° bis — 28° fiir das 
wasserfreie Acetoin ohne Lésungsmittel und [e]p =— 46° bis — 48° fiy 
dasselbe in wiBriger Lésung (etwa 0,5°/, Acetoin). Diese Daten stehen, 
obgleich sie im Durchschnitt héher sind, mit Tomiyasus Befunden ap 
Hefe im Einklang. Der Umstand, daf Dirscherl und Schéllig als Sub. 
strat nur Pyruvinat zugesetzt hatten, diirfte fiir die Unterschiede wohl 
kaum verantwortlich sein. Mit Macerationssaft beobachteten sie unter ge. 
wissen Umstinden auch héhere (aber auch niedrigere) spezifische Drehungen, 
bis [e]p =— 103° (m w&Briger Liésung), hielten es daher fiir wahrschein- 
lich, daB bei den niedriger drehenden Produkten — méglicherweise auch 
noch bei den héchstdrehenden — ein Gemisch von linksdrehendem und 
racemischem Acetoin vorlag. 

Die optische Aktivitiéit des durch héhere Pflanzen gebildeten Acetoins 
wurde bisher nur von Tomiyasu®) untersucht. Er fand in seinen Ver. 
suchen mit zugesetztem Acetaldehyd sehr verschiedene spezifische Drehungen, 
je nach Art des angewandten Priiparates. Mit Sojabohnenkeimbrei erhielt 
er [a}p =+ 30,24, mit Wasserextrakt zerriebener Sojabohnenkeimlinge 
[a]p = — 11,91, mit Sojabohnenmehl [«],) = + 12,94. Auch Tomiyasu selbst 
hilt diese Werte fiir nicht zuverlissig: die Acetoinlésungen waren — be- 
sonders in den zwei ersten Fillen — stark verdiinnt (0,0248, 0,0420, bzw. 
0,1356 °/,), daher die beobachteten Drehungen sehr gering (selbst in 4 dm- 
Rohr nur a = + 0,03°, «e =—0,02°, bzw. « =+ 0,07°, berechnet wurden 
aber daraus fiir [e]p vierstellige Zahlen!). Aus der Mitteilung geht weder 
hervor, ob sich die [a#]p-Werte reproduzieren lieBen, noch ob etwa auch 
in Parallelversuchen mit demselben Sojabohnenpriiparat solche Ab. 
weichungen — auch in Vorzeichen der Drehung — vorkimen. Uber die 
Empfindlichkeit des gebrauchten Polarimeters wird zwar nichts angegeben, 
aber es scheint uns, daB man aus Drehungen von « = + 0,03° und — 0,02 
im Parallelversuch keinen Schlu8 auf die optische Aktivitét ziehen darf. 

Tomiyasu®) priifte auch das durch Schweinsleberbrei (Versuch mit 
Acetaldehydzusatz) gebildete Acetoin auf optische Aktivitaét: aus der Drehung 
a =-+ 0,04° (im 4dm-Rohr) einer 0,086°/,-igen Acetoinlésung berechnete er 
eine spezifische Drehung [a]p = + 11,63°. 


Auf Grund der bisherigen Daten der Literatur sind also 
die spezifischen Drehungen der gebildeten Acetoine je nach Ver- 
suchsobjekt sehr verschieden und selbst bei einem und demselben 
Versuchsmaterial wurden abweichende [«|,,-Werte erhalten. Nach 
Dirscherl und Schéllig*), die in ihren Versuchen mit Mace- 
rationssaft solche Unterschiede einwandfrei nachgewiesen hatten, 
diirften die abweichenden spezifischen Drehungen auf eine Rolle 
der Cocarboxylase zuriickgefiihrt werden. Bevor aber diese 


Annahme an verschiedenen Versuchsobjekten gepriift werden 
kann, ist eine méglichst genaue Kenntnis der spezifischen Dre- 
hungen unerlaBlich, Wahrend die [«],-Werte der durch Hefe 
und einige Kleinlebewesen gebildeten Acetoine nach Tomiyasu, 
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swie Dirscherl und Schéllig bekannt sind, fehlen noch zu- 
yerlassige Daten von an héheren Pflanzen und tierischen Zellen 
gewonnenen. Dies ist verstindlich, da bisher an beiden Ver- 
suchsobjekten nur geringe Acetoinausbeuten erhalten worden sind 
Literatur vgl. bei Tomiyasu'). Erst in der jiingst erschienenen 
Arbeit von Tanko und Munk?) wurde iiber die optimalen Be- 
dingungen der Acetoinbildung im Erbsenmehlbrei berichtet, die 
eine 16-fache Steigerung der Ausbeute gegeniiber Tomiyasus 
Befunden an Sojabohnenmehl erméglichten. 

Auf Anregung von Prof. Bodnar haben wir versucht, die 
spezifische Drehung des gebildeten Acetoins — wenn auch nicht 
in Substanz — in so weit konzentrierter Lésung zu ermitteln, 
daB die Drehung zuverlissig abgelesen werden konnte, Nachdem 
sich unser Verfahren durchaus bewihrt hatte, dehnten wir unsere 
Untersuchungen auch auf Samenmehle anderer Pflanzen, wie Soja- 
bohnen, Lupinen, Luzerne aus. Wir fanden ferner, da8 unter 
ibnlichen Bedingungen sowohl mit Taubenmuskelpulver als auch 
mit frischem Muskelbrei eine reichliche Acetoinbildung erzielt 
werden kann. Damit war die Bedingung zur méglichst genauen 
Ermittlung der spezifischen Drehung des durch tierische Zellen 
gebildeten Acetoins gegeben. SchlieBlich fthrten wir auch ver- 
sleichende Untersuchungen mit Muskel-, Herz-, Leber- und Nieren- 
brei des Schweines durch. 


Versuchsteil 


Unsere Aufgabe war zunichst, das Acetoin aus gréferen 
Versuchsansiatzen [je 20—30 g Erbsenmehl, betreffs weitere Hin- 
zelheiten vgl.!)] in soweit konzentrierter Lésung zu erhalten, dab 
die Ablesung der Drehung zuverlissig war. Andererseits sollte 
diese Anreicherung auf schonendste Weise durchgefiihrt werden, 
damit keine Racemisierung erfolgte. 


Tomiyasu®”®) versuchte dies durch Abdestillieren des Girgutes 
in Vakuum zu erreichen, welche Operation in einigen Fiillen auch wieder- 
holt wurde, Sein Verfahren schien uns zum erwiinschten Konzentrieren 
nicht geeignet zu sein. Auch stellte sich aus unseren Vorversuchen heraus, 
dab sich der yon Dirscherl und Schéllig*) beschriebene Arbeitsgang 
fir Isolierung, bzw. Anreicherung des Acetoins bei der Hefe in unserem 
Fall — sehr geringe Konzentration des Acetoins im Ausgangsmaterial — 
nicht bewihrte. Wurde aus dem enteiweiBten Filtrat das Acetoin in Vakuum 
abdestilliert, das Destillat mit iiberschiissigem Bisulfit versetzt, in Vakuum 
néglichst eingeengt und dann nach Freisetzung durch entsprechende Alkali- 
sierung nochmals in Vakuum destilliert, dann traten so erhebliche Verluste 


auf, daB wir uns in dieser Richtung nicht weiter bemiiht haben. 
m7 % 
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SchlieBlich wandten wir uns der einfachsten Methode dg 
anreichernden Destillation zu und haben durch wiederholtg 
Destillieren unter gewéhnlichem Druck bei 100° C die Acetoip. 
lésung so weit eingeengt, daB die Drehung gemessen werdey 
konnte. Vor allem diirfte gegen diese einfache Lésung des Pro. 
blems die Angabe [Beilstein®)] sprechen, wonach das Acetoip 
in Luft destilliert zu Diacetyl oxydiert wird. An sich hitte solch 
eine Umwandlung nur eines Teiles des Acetoins ins optisch 
inaktive Diacetyl keinen Fehler verursacht, da Diacetyl und Acetoin 
nebeneinander bestimmt werden kénnen: Diacetyl wird bekannt. 
lich unmittelbar, Acetoin erst nach Oxydation (Destillieren mit 
FeCl,) zu Diacetyl mit Hydroxylamin + Ni—salz als Ni—Dimethyl. 
glyoxim niedergeschlagen [van Niel?°)]. Wir fanden aber auch 
in gréBeren Mengen der angereicherten Lisungen nur Spuren yon 
Diacety: (seine Menge iibertraf nicht einmal 1°/, des Acetoins) 
so da eine Korrektur bei der Berechnung der [a],-Werte iiber. 
haupt nicht notwendig war. Die Anreicherung bei 100° unter 
Atmosphirendruck bewirkt also praktisch keine Oxydation, wahr. 
scheinlich weil die titbergehenden Acetoindimpfe durch reichliche 
Verdiinnung mit Wasserdampf vor EKinwirkung des Sauerstoff 
geschiitzt werden. 

Es war eine grundlegende Frage, ob diese Behandlung bei 
100°, die etwas brutal erscheint, nicht etwa die Drehung des 
Acetoins beeinfluBt? Tatsichlich fanden wir, daB bei Erhitzen 
auf 100° die Drehung des Acetoins schon nach einigen Stunden 
stark abnimmt*) (vgl. weiter unten), aber nicht in schwach saurer 
Lésung! Deshalb gestaltete sich unser Verfahren folgendermafen. 

Zunichst stellten wir das p,, des trichloressigsauren Filtrats 
durch Zugabe von festem Natriumphosphat (Na,HPO,-12 H,0 
pur. cryst., etwa 5g auf je 100 ccm Filtrat) auf 4,5 ein. Zw 
Vermeidung einer lokalen Uberalkalisierung wurde nicht Lauge 
gebraucht, andererseits hitten Carbonat oder Bicarbonat wegen 





*) Dirscherl und Schéllig*) fanden ebenfalls eine Abnahme, sogar 
ein allmihliches Verschwinden der Drehung bei alkalischer Reaktion (vgl. 
insbesondere S. 69) und bezeichneten diesen Vorgang als ,,Racemisierung". 
Es bleibe jedoch dahingestellt, ob in solchen Fallen nur eine Racemi- 
sierung in eigentlichem Sinne, oder aber (teilweise) auch eine Inakti- 
vierung stattfindet, d.h. eine Umlagerung in die Enolform 


CH, -C(OH)=C(0H)-CH,, 


deren Bildung beim Acetoin zwar noch nicht bewiesen ist, aus Analogie- 
griinden (Oxyketone!) aber als denkbar erscheint. 
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(0,-Bildung zu Verlusten (Verfliichtigung des Acetoins) gefiihrt. 
Nach Zugabe von '/, Gewichtsteilen festen Natriumsulfats (cryst. 
pur), also 25 g auf 100 ccm, wurde */,; Volum unter Kiskiithlung 
abdestilliert. Das Destillat wurde neki Abfiltrieren des aus 
Trichloressigsdure entstandenen Chloroforms [vgl. Tanké und 
Munk})] mit 1/, Gewichtsteilen Natriumsulfat und */,,, Gewichts- 
teilen sauren Kaliumphosphats (KH,PO, cryst pur.) versetzt und 

Volum wieder abdestilliert. Das Chloroform wurde aus dem 
Destillat entfernt, Natriumsulfat und saures Kaliumphosphat wie 
oben zugesetzt und nochmals ?/, Volum iiberdestilliert. Diese 
anreichernde Destillation wurde so oft wiederholt (vom Chloroform 
brauchte im weiteren meistens nicht mehr filtriert zu werden), 
his je 100 ccm Filtrat auf etwa 6—10 ccm eingeengt waren; 
dabei wurden stufenweise entsprechend kleinere Kolben und Kihler 
gebraucht. Nach Ermittlung der Drehung und des Acetoingehaltes 
der angereicherten Versuchslésung wurde die spezifische Drehung 
[a], berechnet. 

Wie wichtig die Einhaltung der schwach sauren Reaktion 
ist, geht aus folgenden Versuchen hervor. Portionen einer an- 
gereicherten Acetoinlésung wurden mit so viel Salzsiure, bzw. 
Phosphatpuffer versetzt, daB die Endkonzentration derselben m/30 
betrug: so wurde in 4 Proben das p,, auf 1,3, 4,5, 6,8 und 8,4 
eingestellt. Der Acetoingehalt, daher auch die Drehung zu Ver- 
suchsbeginn war in allen Proben gleich. Aus jeder Probe wurden 
je 2-mal 3 ccm in eingeschmolzenen Ampullen in lebhaft sieden- 


= dem Wasserbad erhitzt. Nach 2 bzw. 5 Stunden wurden die Am- 


pullen auf 20° abgekiihlt, und die Drehung in 2,2 dm-Rohr be- 
stimmt. Die Drehung der bei p,, = 8,4 eingestellten Probelésung 
wurde jedoch wegen der Gelbfarbung in 1 dm-Rohr ermittelt, in 


‘der Tab. I aber ebenfalls auf 2,2 dm berechnet. 


Tabelle I 


EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration 
auf die Racemisierung des Acetoins bei 100° 




















Pu 1,3 | 4,5 68 8,4 

Z zu 1 Verwnehebeginn 1,65 | 1,65 | 1, 65 | 1,65 

ay nach 2 Stunden hee LAD = | 1.55 1,00 
| nach 5 Stunden 110 | 1,65 1145 0,65 


_ Wie aus Daten der Tab. I ersichtlich, blieb nach 5 Stunden 
die Drehung nur bei dem mit KH,PO, erreichten p,, = 4,5 
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unverandert: schon bei p,, = 6,8 sank sie innerhalb 2 Stunden merk. 
lich ab, viel erheblicher in salzsaurer (p,, = 1,3) und am starkste, 
in Na,HPO,-haltiger (p,, = 8,4) Lésung. Bei Zimmertemperatuy 
aufbewahrt, blieb die Drehung innerhalb 5 Stunden in allen vie 
Proben konstant. Zieht man in Betracht, daB wihrend eine 
7—10-stufigen Anreicherung von 100 ccm Filtrat das Erhitzey 
insgesamt nicht linger als héchstens 2 Stunden dauerte, so dari 
unser Verfahren doch als schonend bezeichnet werden. 

Wir haben uns auch auf anderem Wege davon iiberzeugt, 
daB unter solchen Bedingungen keine Drehungsinderung de 
Acetoins erfolgt. Eine bereits angereicherte Acetoinlésung von 
bekannter spezifischer Drehung verdiinnten wir mit entsprechenden 
Mengen Wasser und Trichloressigsiure und unterwarfen sie noch. 
mals einer Anreicherung. In der eingeengten Lésung wurde dic. 
selbe spezifische Drehung erhalten, sie blieb also wahrend der 
Operationen der Anreicherung unverindert. Zu demselben Er- 
gebnis fiihrten unsere Versuche, wenn die Acetoinlésung von be. 
kannter spezifischer Drehung zu einem mit Phosphat + Toluol 
zuvor aufbewahrten, oder soeben nur vermischten (Nullversuch| 
Erbsenmehlbrei unmittelbar vor der EnteiweiBung zugesetzt, und 
aus dem Filtrat durch Anreicherung regeneriert wurde. Die Ent. 
eiweibung, bzw. die iibliche Wartezeit (12 Stunden im Eisschrank) 
war also ohne EHinflu8 auf die spezifische Drehung des Acetoins. 

Was die Mengenverhiltnisse betrifft, so wurden durch An. 
reicherung etwa 80°/, des vorgelegten Acetoins erhalten, und e: 
schien nicht wahrscheinlich, daB eine Verschiebung im Verhiltnis 
der optischen Antipoden stattgefunden hitte: doch haben wir auch 
die vereinigten Destillationsriickstinde mehrerer Anreicherungen 
auf Acetoin aufgearbeitet und dabei dieselbe spezifische Drehung 
gefunden wie bei der Hauptmenge selbst. 

Zu entscheiden war noch, ob die beobachtete Drehung wirk- 
lich dem Acetoin zuzuschreiben ist? Immer wenn kein Acetoin 
gebildet wurde, gab es auch keine Drehung, so z. B. bei Auf- 
bewahrung von Erbsenmehl 24 oder 48 Stunden bei 32° mit 
Phosphat + Toluol ohne Acetaldehyd. Wurde das Erbsenmebl 
auf die von Bodnar und Villanyi?’) beschriebene Weise durch 
Hitze (1 Stunde feucht bei 100° C) inaktiviert, so wurde auch 
unter sonst optimalen Bedingungen (Zusatz von Acetaldehyd + 
Pyruvinat) kein Acetoin gebildet, und die angereicherte Versuchs- 
lésung wies keine Drehung auf. Wurden die angereicherten 
Acetoinlésungen mit FeCl, destilliert, so erhielten wir in jedem 
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Falle optisch inaktive Destillate: auch diese Kontrolle zeigte, daB 
die Drehung wirklich auf Acetoin zuriickzufiihren ist. Ubrigens 
kann von optisch aktiven Stoffen, die sich unter ahnlichen Be- 
dingungen angereichert hitten (etwa Alkohole), kaum die Rede 
gin. Auf Grund der unter Leitung von Prof. Bodnar durch- 
gefihrten Versuche von S.Szab6"’) dachten wir auch an Milch- 
siure, konnten aber nachweisen, daB aus dem Filtrat eines Null- 
versuches von zugesetzter — allerdings racemischer — Milchsaure 
wihrend der Anreicherung schon bei der zweiten Stufe nichts 
ibergeht. 

Das gebildete Acetoin identifizierten wir als 2,4-Dinitro- 
phenylosazon des durch Destillieren der vereinigten Versuchs- 
lisungen mit FeCl, entstandenen Diacetyls, nach der Vorschrift 
des einen von uns?5), Die aus Nitrobenzol umkrystallisierte Sub- 
stanz vom Schmelzp. = 326° ergab bei der Analyse folgende Werte: 


12,5 mg Subst.: 19,9 mg CO, und 3,5 mg H,0. 

C,H,,N,0s¢. Ber. C 43,03 H 3,16 Gef. C 43,25 H 3,11 . 

Die Verbrennung wurde nach der Halbmikromethode von Sucharda 
ud Bobranski") durchgefiihrt, als Absorbentien wurden jedoch Mg-per- 
chlorat, bzw. Natronasbest (,,Anhydrone“, bzw. ,,Carbosorb“ des British Drug 
House) gebraucht. 

Einige aus unseren zahlreichen Versuchen mit Samenmehlen 
seien in der Tab. II dargelegt. 


Tabelle Il 


Acetoinbildung durch Samenmehle 


Die Ansiitze enthielten je 40 cem m/3-Phosphatpuffer p, 6,8, mit Aus- 
nahme vom Versuch Nr. 2 m/10-Pyruvinat, 0,4°/, Acetaldehyd, 0,2 °/, Toluol 
in 230 cem Gesamtvolum und 30 g Samenmehl. EnteiweiBung mit 60 ccm 
20°/,iger Trichloressigsiure. Temperatur 32°. Versuchszeit 36 Stunden. 





























Durch 1 g Mehl “ vena 
’ Versuchs- gebildetes |(J—9924 as ee 
Nr. : ° ( a m) i0 
material Acetoin | 
mg in der angereicherten Lésung 
1 | Markerbsenmehl 15,6 275° | 331 | +38° 
2 sé 7,3 ine Cl] ee | a 
3 # 11,2 205° | 249 | +379 
4 | Sojabohnenmehl 7,1 165° | 2,01 | +837° 
5 Lupinenmehl 3,8 0,75° | 0,87 | + 39° 
6 Luzernenmehl 5,0 1,15° 136 | + 38° 


Zu der Genauigkeit der {a],-Werte sei folgendes bemerkt. Die Ab- 
lesung erfolgte in einem F. Schmidt und Haensch Halbschattenapparat 
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mit einer Osram Natrium Spektrallampe als Lichtquelle. Der Apparat’... 
Einteilungen auf '/,, Grad — gestattete eine Genauigkeit von + 0,025°, 
Dieser Fehlerbreite entspricht bei « = 2,75 eine Schwankung von + 035° 
bei « = 0,75 schon eine Schwankung von + 1,3° im [a],-Wert. Es se; 
weiter hervorgehoben, daB auch die Bestimmung des Acetoins mit Fehlern 
verbunden ist. Man erhilt verschiedene °/,-Werte fiir den Acetoingehalt, 
derselben Lésung, je nach Menge des Acetoins, die mit FeCl, (sonst nach 
Dirscherls*) Vorschrift) destilliert wird, auBerdem fiihren auch Schwan- 
kungen in der Dauer des Destillierens zu erheblichen Fehlern. Auf solche 
Umstinde diirfte zuriickgefiihrt werden, daB van Niel) bei der Um- 





rechnung auf Acetoin das Gewicht des Ni-Niederschlags mit dem theore-: 


tischen Faktor 0,61, Dirscherl aber — und nach ihm auch Tomiyasu — 
mit 0,61 x 1,18 multiplizieren. Wir selbst kontrollierten die Bestimmungs- 
methode an reinem synthetischen Acetoin nicht, rechneten aber in unseren 
Versuchen mit Dirscherls Faktor. Das Gewicht des Ni-Niederschlags 
lag zwischen 30—50 mg; innerhalb dieser Grenzen enthielten wir bei sorg- 
filtiger Einhaltung der Destillationsdauer reproduzierbare Werte mit einer 


Fehlerbreite von etwa + 3°/,. Durch mehrere Bestimmungen aus derselben § 


Acetoinlésung ist die Vergleichbarkeit der dargestellten [a],-Werte gesichert. 
Was die absolute GréBe derselben betrifft, so wiirden alle Werte um etwa 
15 °/, héher ausfallen, falls man nach van Niel nur mit dem theoretischen 
Faktor multipliziert. 


Zu unseren Versuchen Nr. 1 und 2 gebrauchten wir das aus 
reifen Markerbsen?®1% nach Bodnar’) bereitete Samenmehl. Mit 
Pyruvinat + Acetaldehyd wurden unter den angegebenen Be- 
dingungen 15,6 mg Acetoin gebildet*) (Nr. 1), ohne Pyruvinat 
(Nr. 2) nur 7,3 mg. Wurden die Samen ohne vorheriges Ein- 
weichen, Schaélen und Trocknen einfach nur unmittelbar gemahlen 
und gesiebt (Nr. 3), war die Aktivitat kleiner, auch unter optimalen 
Bedingungen (Zusatz von Pyruvinat + Acetaldehyd) wurden nur 
11,2 mg Acetoin gebildet. Die erhaltenen [a],-Werte waren in 
allen 3 Fallen praktisch gleich, [a],, = + 38°, + 40° und + 37”: 
die Unterschiede in den Versuchsbedingungen bzw. in der Be- 
reitung des Mehles hatten also auf die spezifische Drehung des 
entstehenden Acetoins keinen Einflu8. In den hier angegebenen 
Versuchen mit anderen héheren Pflanzen wurden die Samen ein- 
fach nur gemahlen und gesiebt: am aktivsten erwies sich Soja- 
bohnenmehl mit 7,1 mg Acetoin, durch Lupinenmehl wurden nur 
3,8, durch Luzernenmehl 5,0 mg Acetoin gebildet. Vergleicht man 
die erhaltenen [c],-Werte + 37°, + 39° und + 38° mit den bei 
Erbsen gefundenen, so darf man schlieBen, daB durch Samen- 
mehle der von uns untersuchten hiéheren Pflanzen dasselbe rechts- 


*) Die Ausbeuten an Acetoin sind iiberall auf 1g Samenmehl be- 
rechnet. 
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rehende Acetoin von [a], =+ 37 bis + 40° gebildet wird (Er- 
nittlung von @ in etwa 1—3°/,igen wiBrigen Lésungen). 

Entsprechend der Beobachtung an Erbsen erhielten wir durch 
‘orheriges Kinweichen usw. auch aus Sojabohnen und Lupinen 
aktivere Mehle: so wurden unter dhnlichen Bedingungen wie in 
Versuchen der Tab. II durch Sojabohnenmehl 10,6 mg, durch 
Lupinenmehl 6,6 mg Acetoin gebildet. Die auf iibliche Weise 
ermittelte spezifische Drehung des Acetoins aus Ansitzen mit 
solchen aktiveren Mehlen war ebenfalls [a], = -+ 37 bis + 39° in 
Durchschnitt, im Einklang mit dem 4bnlichen Befund an Erbsen 


-#Nr. 1 und 3). In Tab. IL wurden die Versuche mit einfach be- 


reitetem Sojabohnen- und Lupinenmehl angegeben, da die An- 
wendung des anderen Verfahrens (Schilen!) bei den Luzernen- 
samen zu umstindlich gewesen wire, die Ausbeuten reichten aber 
zur Ermittlung der Drehung schon aus. Wir stellten auch Ver- 
suche mit Weizenmehl an, wegen seiner geringen Aktivitat — 
auch bei Zusatz von Pyruvinat + Acetaldehyd wurden nur 0,9 mg 
Acetoin gebildet — haben wir aber auf Priifung der optischen 
Aktivitit verzichtet. ) 

Ks sei besonders hervorgehoben, daB die spezische Drehung 
des mit Acetaldehyd allein und mit Acetaldehyd + Pyruvinat ge- 
bildeten Acetoins dieselbe ist (Nr. 1 und 2). Nach Tomiyasu 
sollte eine selbstindige ,,Carboligase“ fertigen Acedaldehyd — ohne 
nascierenden Aldehyd — zu Acetoin kondensieren. Warum er 
in seinen Versuchen z. B. mit Sojabohnen kein Pyruvinat zusetzt, 
wird folgendermaBen begriindet’): ,,Es ist nicht zweckmiBig, die 
Brenztraubensiure als Substrat zu verwenden, weil das Acetoin, 
nach Dirscherl, bei der Vergirung der Brenztraubenséure im 
Gefolge der Decarboxylierung spontan auftritt“. Waren die zwei 
Entstehungsweisen des Acetoins wirklich so grundverschieden, 





hatten wir nicht innerhalb der Versuchsfehler die gleiche spezi- 
fische Drehung in Versuchen Nr. 1 und 2 erhalten. Die richtige 
Deutung ist, daB in allen Fallen, wo Tomiyasu eine Acetoin- 
synthese aus fertigem Acetaldehyd allein zu beobachten glaubte, 
intermediéres Pyruvinat, d.h. nascierender Acetaldehyd durch 
eigenen Kohlenhydratabbau geliefert wurde. Fir die Car- 
boxylase ist es aber gleichgiiltig, ob das Pyruvinat intermediir 
entsteht oder zugesetzt wird. Die Ausbeute an Acetoin wird 
durch Pyruvinatzusatz wesentlich beeinfluBt, je nach dem Umfang, 
in welchem das eigene Kohlenhydrat abgebaut wird. Bei Weizen- 
und Lupinenmehl (einfach bereitet) fanden wir ohne Pyruvinat 
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gar kein Acetoin und bei Sojabohnen- und Luzernenmehl ny 
geringe Mengen unter 1 mg (Werte mit Pyruvinat + Aldehyd: 
0,9, 3,8, 7,1 und 5,0 mg Acetoin, vgl. oben). Bei Erbsenmeh| 
werden zwar mit Pyruvinat statt 7,3 mg nur um etwa 100 °| 
mehr, 15,6 mg Acetoin gebildet, aber diese Mehrbildung hitte 
schon geniigt, einen im [@],-Wert auch qualitativ zu erwarten. 
den Unterschied herbeizufiihren, falls bei Decarboxylierung de 
Pyruvinats ,spontan“ anderes Acetoin entsteht als durch die 
»Carboligase* aus dem fertigen Acetaldehyd. Unsere Befunde 
(Nr. 1 und 2) bedeuten somit im AnschluB an die friither erbrachtey 
Beweise’) eine neue Stiitze der Dirscherlschen Auffassung. 


Es fragt sich nun, ob das durch héhere Pflanzen gebildete 
Acetoin nur die reine rechtsdrehende Form darstellt, oder ein 
Gemisch der verschiedenen Formen mit konstanter Rechtsdrehung. 
Nimmt man an, daB das gebildete Acetoin gem’ der Forme 


CH, .CHOH-CO. CH, nur 1 asymmetrisches C-Atom hat, dann miiBte 
die eine Antipode ebensoviel nach rechts, wie die andere nach 
links drehen. Da Dirscher] und Schéllig*) schon [e],,-Werte 
bis etwa — 106° beobachteten, diirften in unserem Fall die [a], 
Werte auf ein Gemisch von rechtsdrehenden und racemischen 
Acetoin hinweisen. Zieht man aber in Betracht, daB dem Acetoin 
auch die Formei CH,-C(OH)—CH-CH, zukommt’), sind die Ver- 
“OT 

haltnisse komplizierter (vgl. auch Anmerkung 8.94): dann braucht 
die absolute GréBe der + und — [«],-Werte nicht dieselbe 
sein. An sich schlieBen also unsere [@],-Werte das Vorliegen 
einer reinen rechtsdrehenden Form (ohne Racemate oder inaktive 
Form) nicht aus, aber selbst unter der ,reinen“ rechtsdrehenden 
Form (und vielmehr unter dem héher drehenden lavogyren Ace- 
toin Dirscherl und Schélligs) ware dann vielleicht ein Ge- 
misch der zwei obigen aktiven Formen zu verstehen. 


Die Frage, ob in unserem Fall neben der rechtsdrehenden 
Form (bzw. Formen) auch racemisches (oder auch inaktives) Acetoin 
vorliegt, versuchten wir dadurch zu entscheiden, daB wir die Ver- 
suchsbedingungen variierten, um irgendwie eine Verschiebung im 
quantitativen Verhiltnis der Komponenten zu erreichen. Bel 
Erbsenmehl fiihrten wir auch mehrere Versuche von 24, 36 und 
48 Stunden Dauer durch, fanden aber in jedem Fall [a],- Werte 
von + 37 bis + 40°im Durchschnitt. Ahnliche Ergebnisse erhielten 
wir beim Variieren der Menge des Toluols, die auf die Ausbeute 
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pedeutend einwirkt’). Diese Versuche und auch die oben erérterten 


} Befunde, daB vor allem die Verschiedenheit der Versuchsobjekte, 


dann die Bereitungsart des Mehles, ferner Zusatz von Pyruvinat 
trotz starker quantitativer Unterschiede die spezifische Drehung 
des entstehenden Acetoins praktisch nicht beeinflussen, schlieBen 
die Méglichkeit, daB neben der rechtsdrehenden Form auch die 
Racemate oder auch inaktives Acetoin vorliegen, noch immer 
nicht aus. Vielleicht haben wir nicht jene Faktoren variiert, die 


i das Mengenverhaltnis der Komponenten bestimmen. Wir kénnen 


also nur sagen, daB durch héhere Pflanzen — in den von uns 
untersuchten Fallen — immer dasselbe Gemisch der verschie- 
denen mdglichen Formen entsteht, mit Uberwiegen der rechts- 
drehenden Form. 

Es ist kaum méglich, daB in den von uns untersuchten ver- 


| schiedenen, jedoch praktisch dieselben [«],-Werte liefernden Fallen 


die Konzentration der Cocarboxylase dieselbe war; vorlaiufig scheint 
uns daher bei Samenmehlen Dirscherl und Schélligs*) An- 
nahme iiber den EinfluB der Cocarboxylase auf die Drehung des 
entstehenden Acetoins nicht zuzutreffen. Die Aufgabe weiterer 
Versuche bleibt es zu priifen, ob bei Zusatz von Cocarboxylase 
durch die Samenmehle, oder vielmehr durch ihre wiBrigen Ex- 
trakte (etwa ,,Macerationssifte“) Acetoine gebildet werden, deren 
spezifische Drehungen iiber die Versuchsfehler hinaus ver- 
schieden sind. 

Sieht man davon ab, da in einem Fall (Ablesung « = +0,07°) 
die spezifische Drehung des durch Sojabohnenmehl gebildeten 
Acetoins auch von Tomiyasu®) wenigstens dem Vorzeichen nach 
richtig erfaBt wurde — wenn auch nicht der GréBe nach — so 
haben wir zum erstenmal die Bildung von rechts- 
drehendem Acetoin bewiesen und auch den [«],- Wert 
desselben festgestellt. Da bisher in einwandfreien Ergeb- 
nissen mit Hefe*®*) und einigen Bakterien’) nur iiber links- 
drehendes Acetoin berichtet wurde, liegt es nahe, die verschiedenen 
Drehungsrichtungen auf Unterschiede zwischen den decarboxy- 
lierenden Mechanismen, auch der Reaktion am Ort seiner Bildung 
zuriickzufiihren, um damit wenigstens auch auf andere Méglich- 
keiten hinzuweisen. Allerdings erhebt sich dann die Frage, wie 
sich das durch tierische Zellen gebildete Acetoin optisch verhilt. 

Ob durch tierische Zellen wirklich rechtsdrehendes Acetoin 
gebildet wird, wird durch Tomiyasus*) Befund an Leberbrei 
noch nicht bewiesen. Vor allem war es also nétig, zu befriedigenden 
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Ausbeuten an Acetoin bei tierischem Material zu _ gelangen, 
Gorr?’) setzte in seinen Versuchen (mit Herzmuskelbrei des Rindeg| 
nur Pyruvinat, Tomiyasu dagegen — wie oben begriindet — 
nur Acetaldehyd als Substrat zu. Auf Grund unserer Versuche 
mit Samenmehlen sahen wir im Einklang mit Dirscherls Auf. 
fassung keinen Grund dafiir, nicht beides zuzusetzen. Es liegt 
auBerhalb des Rahmens dieser Arbeit, die Frage zu beriihren, ob 
und in welchem Umfange Acetaldehyd auch in tierischen Zellen 
als eine Durchgangsstufe des Kohlenhydratabbaus zu betrachten 
ist. Es kommt ja bei der Acetoinsynthese nur darauf an, daf 
Pyruvinat decarboxyliert wird. Daf tierische Zellen dazu befiahigt 
sind, wurde von Neuberg und Mitarbeiter’) bestatigt. 

Acetaldehyd muB abgefangen werden, sonst wird er — wie 
angenommen — rasch weiter umgewandelt. Im Hinklang mit 
dieser Auffassung gelang es uns in Versuchen mit Muskelpulver 
[aus Brustmuskel der Taube mit Alkohol + Ather nach vy. Euler 
bereitet”°)] nicht, ohne Abfangmittel Acetaldehyd als Zerfalls- 
produkt zugesetzten Pyruvinats mit der Riminischen Reaktion 
nachzuweisen. Beim Erbsenmehl gelang dies ohne weiteres [vgl. 
auch Bodnar und Mitarbeiter?)]: wurde z. B.im Warburgschen 
Respirometer Erbsenmehl mit Phosphatpuffer p, = 6,8 + Na-Pyru- 
vinat (m/10) bei 37° geschiittelt (Luft im Gasraum), so haben wir 
in den mit Nitroprussid-Na und Piperidin beschicktem Einsatz- 
gefaBchen schon nach etwa 20 Minuten eine Blaufarbung erhalten. 
Mit Muskelpulver konnten wir unter ihnlichen Umstainden Acet- 
aldehyd weder auf diese bequeme Weise im Respirometer selbst, 
noch im Wasserdampfdestillat des Versuchsansatzes nachweisen, 
obgleich Muskelpulver auch nur mit Acetaldehyd allein angesetzt 
Acetoin bildete (vgl. weiter unten). Dies hatte sogar den Anschein, 
als wire hier das Acetoin ohne Decarboxylierung, also nur aus 
Acetaldehyd (Carboligase!) entstanden. DaB aber diese Annahme 
nicht zutrifft, geht einerseits daraus hervor, daB durch Zusatz von 
Pyruvinat die Ausbeute an Acetoin stark gesteigert wurde, anderer- 
seits sprechen auch die Versuche der Tab. III fiir die Decarb- 
oxylierung des Pyruvinats durch Muskelpulver. 

Laut Daten der Tab. II werden in 3 Stunden durch 1g 
Muskelpulver 0,5, mit Pyruvinat 2,5, mit Pyruvinat + Aldehyd 
5,7 mg CO, gebildet. Ob dabei Kohlensiure nur aus dem Pyrv- 
vinat selbst, oder auch aus einem weiteren Umwandlungsprodukt 
desselben*”) stammt, bleibe dahingestellt. Gerade auch die Bil- 
dung von <Acetoin durch Muskelpulver und. andere tierische 
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Objekte beweist aber, daB man mit dem ersten Fall einer Decarb- 
oxylierung des Pyruvinats in tierischen Zellen unbedingt rechnen 
+ —[mus. Besonders interessant ist die Steigerung der Kohlensiure- 
pildung durch Aldehydzusatz. Zugesetzter Aldehyd scheint, als 
Ant. Ip Abfangmittel des aus Pyruvinat entstehenden nascierenden Acet- 


























liegt aldehyds, die Decarboxylierung etwa im Sinne des Massenwirkungs- 
1, ob fe gesetzes zu férdern. Ob die iiblichen Abfangmittel (CaSO,, Di- 
ellen J medon) eine &hnliche Wirkung auf die CO,-Bildung haben, wurde 


hten @ bisher unseres Wissens ebenfalls nicht gepriift. 


dab Tabelle III 
thigt Decarboxylierung des Pyruvinats durch Muskelpulver 
mit und ohne Acetaldehyd 


Wie Die Ansiitze enthielten je 0,5 g Muskelpulver, 2 cem Phosphatpuffer py =6,8 
und die unten angegebenen Zusiitze in 5 cem Gesamtvolum, Temperatur 32°. 











sit 
1 : Versuchszeit 3 Stunden. Methodik vgl. bei Tanké und Munk’). 

4 “6 CO,-Werte auf 1 g Muskelpulver berechnet 

lier - ~ 
alls. ‘n m/10-Pyru- | m/10-Pyruvinat 
ae icceamihee ; | vinat | + 0,4°/, Acetaldehyd 
'vgl. HM CO,, mg gebildet .. . | OS | 2,5 | 5,7 

hen 

rru- Tabelle IV 


Acetoinbildung durch Muskel und Organe 
- Die Ansitze enthielten je 45 ccm m/3-Phosphatpuffer py = 6,8, m/10-Pyru- 
4 @® vinat (Versuch Nr. 4 jedoch ohne Pyruvinat), 0,4°/, Acetaldehyd, 0,2°/, Toluol 
ten. HF in 140 ccm Gesamtvolum und 40 g frischen Brei, bzw. 10 g Muskelpulver 
cet- +30cem Wasser. EnteiweiBung mit 40 cem 20°/,iger Trichloressigsiure. 























bst. Temperatur 32°. Versuchszeit wie angegeben 
ED, +3 l pe 
Durch 1 {Ace} .. 

atzt HS Ver- Brei 4 : toin| a 
; g suchs-] }qa0 (l=2,2dm)} o | 
ein, Me = Versuchsmaterial aS"! pildetes |" lo | 
aus i zeit | Acetoin | in der angereicherten 
me Stdn. mg Lésung a 
On : Muskelpulver. . . 24 9,5 2,50° |1,59| —71° 
~ 2 Muskelbrei. . . . | 24 10,3 2,65° |1,60| —75° 
“© ee eee ae 230° | 1:77| —72° 
r0- 4 | i foe Eo 4,2 1,45° | 0,87| —76° 

5 . {Schenkelmuskelbrei | 48 7,1 1,50° | 0,82; —83° 
ig 6 Schwein| Herzmuskelbrei . . | 48 17,5 5,95° | 3,03} —89° 
yi @ 7 Herzmuskelbrei . . | 24 5,9 1,65° | 0,84} —89° 
"u- : ‘e : ae 6,1 1,60° | 0,83} —87° 

_. |Leberbrei .... | 24 2,6 0,43° | 0,28} —70° 

kt BE 9 | Schwein lp as | oad 0,50° |0,30| —76° 
il- & 11 Nierenbrei . . .. | 24 5,8 1,40° | 0,72) —88° 
he 22 i ye ae 6,2 1,45° |0,77| —86° 
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In Tab. IV sind unsere Ergebnisse mit tierischen Versuch. 
objekten zusammengefaBt. Was die Ausbeuten*) betrifft, so wurden 
durch Muskelpulver auf frischen Brei umgerechnet 9,5, durch 
frischen Brei 10,3 mg Acetoin, also fast gleiche Mengen, gebildet, 
Das Muskelpulver fiir Versuch Nr. 1 wurde aus einem Teil des. 
selben frischen Breies — homogenes Material aus mehreren 
Tauben — dargestellt, welcher im Versuch Nr. 2 gebraucht war, 
Fast die volle Aktivitat blieb also bei Uberfihrung in Pulverform 
erhalten. Aus 2 Versuchen mit einem anderen, homogenen, frischen 
Taubenmuskelbrei geht hervor, da8 nur mit Acetaldehyd allein 
die Ausbeute im Vergleich zur Probe mit Aldehyd + Pyruvinat 
(Nr. 3) um etwa 60°/, sinkt (Nr. 4). In allen 4 Fallen wurde nach 
der iiblichen Anreicherung linksdrehendes Acetoin nachgewiesen, 
Die spezifischen Drehungen [a], =— 71° bis —76° waren prak. 
tisch dieselben. In unseren Versuchen (Nr.5 und 6) mit Schenkel- 
und Herzmuskel desselben Schweines (bezogen 1 Stunde nach dem 
Schlachten des Tieres) erwies sich das Herz besonders aktiv, es 
bildete 17,5 mg Acetoin, Schenkelmuskel nur 7,1 mg. Mit Herz, 
Leber und Niere eines anderen Schweines wurden 24- und 48stiin- 
dige Versuche durchgefiihrt: Herz (Nr. 7 und 8) und Niere (Nr. 11 
und 12) waren am aktivsten, mit etwa 6 mg Acetoin, dessen Menge 
schon nach 24 Stunden nicht mehr wesentlich zunahm: durch 
Leber wurden nur 2,6 bzw. 3,1 mg Acetoin gebildet. In allen 
Fallen entstand linksdrehendes Acetoin, dessen spezifische Drehung 
bei Schenkel- und Herzmuskel, sowie Niere [a], = — 83° bis — 89° 
betrug, bei der Leber aber deutlich niedriger war, [a], =— 71’ 
bis — 76°, 

In Versuchen, die ohne Acetaldehyd und Pyruvinat eingestellt 
wurden, fanden wir kein Acetoin, aber auch keine Drehung: dies 
bewies auch zugleich, daB Milchsiure nicht stért (vgl. Kontrolle 
bei den Samenmehlen). Auch das hier angereicherte lavogyre 
Acetoin konnte nach nochmaliger Verdiinnung usw. mit unver- 
indertem [@],-Wert regeneriert werden. Destillation mit FeCl, 
gab inaktive Destillate. In mehreren Fallen wurde der Ni-Gehalt 
der Ni-Niederschlage kontrolliert: nach Lésen mit H,SO, und Zer- 
stérung des organischen Teiles mit Perhydrol + konzentrierter 
H,SO, wurde verdiinnt, neutralisiert und nach Treadwells Vor- 
schrift das Ni mit iberschiissigem Dimethylglyoxim ausgefiallt. 


*) Uberall auf 1 g frischen Brei gerechnet. 
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Nas Gewicht des Niederschlags war in jedem Fall dasselbe wie 
uvor. 

Aus unseren Versuchen geht eindeutig hervor, daB durch 
ierische Zellen linksdrehendes Acetoin gebildet wird, die 
d]|-Werte scheinen je nach Tierart und Organ kleineren Schwan- 
kungen zu unterliegen. Wahrscheinlich enthielten diese Produkte 
uch inaktives Acetoin neben der linksdrehenden Form. Wie 
eit Zusatz von Cocarboxylase die [a],-Werte zu beeinflussen 
ermag, soll spater gepriift werden. Warum aber T'omiyasu bei 
er Schweinsleber Rechtsdrehung fand, ist wohl nur Versuchs- 
ehlern zuzuschreiben: daB es nicht an alleimigem Zusatz von 
Aldehyd lag, geht aus unseren Versuchen mit dem viel aktiveren 
Taubenmuskelbrei hervor (Nr. 3 und 4), die mit und ohne Pyru- 
inat dieselben [c],-Werte lieferten. Wir haben diese Versuche 
ubsichtlich nicht mit Leber durchgefiihrt, da sie auch in Gegen- 
wart von Pyruvinat nur sparlich Acetoin bildet: zum Vergleich 
nit Tomiyasus Befund stellten wir einen Versuch auch mit der 
yon ihm angegebenen hohen Aldehydkonzentration von 3°/, ein, 
lie wir aber bei weitem-nicht als optimal ansehen; wir erhielten 
labei jedoch so kleine Ausbeuten und so geringe a-Werte, daB 
ir nichts tiber die GréBe, sogar die Richtung der spezifischen 
Drehung aussagen kénnen. 

Wie kann man sich vorstellen, daB die Decarboxylierung des 
Pyruvinats sekundar — unter geeigneten Bedingungen gepriift — 
bei Hefe, Bakterien und tierischen Zellen zu linksdrehendem, bei 
hdheren Pflanzen aber zu rechtsdrehendem Acetoin fiihrt? Mit 
der Annahme, daB racemisches Acetoin entsteht, falls die Konden- 
sation erst nach Zerfall der optisch aktiven Carboxylase—Acet- 
aldehydverbindung erfolgt, kénnen Dirscherl und Schéllig die 
Schwankungen selbst vom héchsten, d. h. wirklichen [«],-Wert 
ler reinen Form sogar bis zu Null erklaren; die Konzentration der 


Cocarboxylase diirfte wohl dabei eine Rolle spielen. Wenn aber 


lie Drehung in die entgegengesetzte Richtung umschligt, kommt 


man mit dieser Hypothese nicht mehr aus. Ob hier an wesent- 
liche Verschiedenheit der Enzymproteine, oder aber auch der 


Virkungsgruppen (Cocarboxylasen?), oder an zur Zeit unbekannte 
orginge zu denken ist, bleibt offen. Vorliufig kann man nur 





sagen, daB in tierischen Zellen das decarboxylierende Enzymsystem 


sofern es die Brenztraubensdure betrifit — dasselbe ist wie 
ei der Hefe und einigen Bakterien, daB es in héheren Pflanzen 
ber von beiden verschieden ist. 
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Zusammenfassung 


1. Es wird eine einfache Methode beschrieben, wonach optise) 
aktives Acetoin ays trichloressigsauren Filtraten von Versuch. 
ansatzen (mit Samenmehlen und tierischen Objekten) ohne Gefahy 
der Racemisierung angereichert werden kann. 


2. Es wurde weitgehend kontrolliert, daB die beobachtet. 
optische Aktivitét der angereicherten Lésungen wirklich den 
Acetoin zuzuschreiben ist und da8 die ermittelten [a],,-Werte 
tatsichlich die spezifische Drehung des wihrend der Versuchszeit 
entstandenen Acetoins darstellen. 


3. Durch Erbsen-, Sojabohnen-, Lupinen- und Luzernenmell 
wird rechtsdrehendes Acetoin von der spezifischen Drehung 
[apo — + 38° (im Mittel) gebildet. 

4, Da bei verschiedenen Samenmehlen, ferner bei den. 
selben Versuchsobjekt auch unter verschiedenen Bedingungen 
praktisch dieselben [a],,-Werte erhalten wurden, so entsteht 
immer das gleiche Gemisch mit Uberwiegen der rechtsdrehen- 
den Form. 


5. Durch tierische Objekte wird linksdrehendes Acetoin ge- 
bildet: die spezifische Drehung betrigt bei Taubenmuskel (gleich- 
giltig ob frischem Brei oder Muskelpulver), sowie bei Schweins- 
leberbrei [a= — 74°, bei Schenkel- und Herzmuskelbrei, sowie 


Nierenbrei des Schweines [«]?"= — 86° (im Mittel). 


6. In dem durch tierische Zellen gebildeten Produkt lieg: 
ein inkonstantes Gemisch mit Uberwiegen der linksdrehenden 


Form vor. 


7. Aus Drehungsrichtungen der gebildeten Acetoine darf ge- 
schlossen werden, daB der decarboxylierende Mechanismus -— s0- 
weit er die Brenztraubensaure betrifft — in Hefe und in tierischen 
Zellen der gleiche ist, der in héheren Pflanzen aber davon ver- 
schieden. 


8. Ob zu den Versuchsansitzen Acetaldehyd allein oder auch 
Pyruvinat als Substrat zugesetzt wird, hat auf die spezifische 
Drehung des entstehenden Acetoins beim Samenmehl und be! 
tierischen Zellen keinen Einflu8. Die einer selbstindigen ,,Carboli- 
gase“ zugeschriebene Synthese (Tomiyasu) ist also mit der spon- 
tanen Acetoinbildung mittels nascierendem Aldehyd (Dirscher!) 
identisch. 
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Uber das Verhalten normaler Verdauungsfermente 
gegentiber Tumorproteinen 


5. Mitteilung iiber die Chemie der Tumoren’) 
Von 
F. Kégl und H. Erxleben 
Mit 1 Figur im Text 


(Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Rijks-Universiteit Utrecht) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Februar 1940) 


In der ersten Mitteilung’) dieser Reihe haben wir in dem 
Kapitel ,,Sterischer Bau und Enzymwirkung“ darauf hingewiesen, 
daB man es bei der Stérung des normalen ,,Gewebegleichgewichts* 
im Tumor in erster Linie mit Verinderungen der proteolytischen 
Enzymsysteme zu tun haben wird; man kénne es sich beispiels- 
weise gut vorstellen, ,daB normale Zellen dem Vordringen von 
Tumorzellen keinen Einhalt bieten kénnen, da ihnen die be- 
treffenden proteolytischen Fermente fehlen“. Dieser Satz ist von 
einigen Autoren in einer Weise interpretiert worden, die nicht 
unseren Vorstellungen entspricht. So ist z. B. der Einwand’ 
erhoben worden, daB an der Grenze des malignen Wachstums 
nicht selten vorgeschobene Tumorzellen zugrunde gehen. Hierauf 
ist zu erwidern, daB eine Tumorzelle selbst bei dem héchsten 
Gehalt an d-Glutaminsaure-Baustein, den wir bisher beobachtet 
haben, noch immer normale Proteine im UberschuB besitzen wird, 
durch deren proteolytischen Abbau die Zelle zugrunde gehen 
kann. Aber auch jene Proteine, welche die verkehrten Bausteine 
enthalten, diirfen nicht von vornherein als véllig resistent gegen- 
iiber normalen Proteinasen angesehen werden. Wir sehen zwar 
an dem von E, Abderhalden*) und H. Mayer studierten Penta- 


1) 4, Mitteilung, Diese Z. 268, 107 (1940). 

2) Diese Z. 258, 57 (1939), und zwar S. 79. 

8) Diskussionsbemerkung von M. Borst, Z. Krebsforsch. 49, 291 (1939), 
und zwar §. 309 und 311. 

4) Fermentforsch. 11, 143 (1930). 
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peptid 1-Leucyl-glycyl-d-leucyl-glycyl-l-leucin, daB sich der Kinflus 
des d-Bausteins nicht nur auf die unmittelbar benachbarten Peptid- 
bindungen beschrankt, aber es ist anzunehmen, daB ,normale“ 
Peptidbindungen in noch gréBeren Abstainden wieder durch die 


| gewohnlichen, auf die 1-Bausteine eingestellten Fermente an- 


gegriffen werden, Der Endeffekt wird in beiden Fallen eine Lysis 
sein konnen. Uber den Mechanismus der Proteinsynthese wissen 
wir auBerordentlich wenig; aber aus den Arbeiten mit Isotopen 
als Indicatoren haben wir einen Eindruck von der groBen Dynamik 
erhalten, mit der sich der ,,Stoffwechsel“ der Proteine vollzieht. 
Die Front des Tumors ist mit einer Kampfzone zu vergleichen, 
bei der sich die Verluste nicht auf eine Seite beschrinken; in 
der Regel siegen aber letzten Endes die Tumorzellen, da sie iiber 
eine Kombination von d- und 1]-Fermenten verfiigen'), Es ist 
ohne weiteres zuzugeben, dab diese Betrachtungen vorliufig nur 
den Wert einer Hypothese besitzen, und zwar vor allem deshalb, 
weil in vitro wohl viel tiber den enzymatischen Abbau der Proteine, 
aber fast noch nichts iiber die Fermentmechanismen bei ihrem 
Aufbau erforscht werden konnte. Die Existenzberechtigung unserer 
Vorstellungen ergibt sich jedoch schon jetzt aus ihrem groBen 
heuristischen Wert. 


Abgesehen von Problemen, die erst in der. Zukunft aktuell 
werden dirften, sind eine Reihe von Aufgaben unmittelbar experi- 
mentell anzugreifen. In erster Linie muBte der Nachweis er- 
bracht werden, daB die durch Isolierung aus den Saurehydro- 
lysaten erhaltenen, nicht natiirlichen Bausteine bei Enzymversuchen 
mit Tumorproteinen in der Tat jenen Einflu8 besitzen, der auf 
Grund der Erfahrungen bei einfachen Peptiden zu erwarten war. 
Zu dieser Frage ist kiirzlich bereits eine Arbeit von H. Bayerle®) 
erschienen. Dieser Autor hat eine menschliche Lebermetastase 
vier Tage der Autolyse unterworfen und lieB dann der Reihe 
nach Pepsin, Trypsin und die Peptidasen der Diinndarmschleimhaut 
emes Schweines einwirken. Nach einer Versuchszeit yon 12 bis 
13 Tagen war etwa 90°/, des Materials in Lésung gegangen, und 
zwar anscheinend zum weitaus gréBten Teil in Form von niederen 
KiweiBbausteinen. Der Verfasser bemerkt hierzu, die Proteine 
der Tumorzellen seien demnach nicht so unléslich, wie dies nach 


5) Vgl. hierzu einen Artikel in Ndld. Tschr. Geneesk. 83, 2446 (1939), 
in welchem unsere Auffassungen weitgehend mifverstanden wurden, 

*) Biochem. Z. 303, 251 (1939). 
& * 
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unseren Angaben iiber den Gehalt an d-Glutaminsiure’) zu er. 
warten gewesen ware. 

Wir haben oben bereits darauf hingewiesen, daB unsere 
Ausfiihrungen sich auf spaltbare und nicht spaltbare Peptid. 


bindungen beziehen und wir iiber die ,,Verdaulichkeit“ bzw, § 


,Unverdaulichkeit* der Gesamtproteine der Tumoren wegen der 
vollig unbekannten Verteilung der d-Bausteine nichts vorhersagen 
konnten. Die Aufgabe, im TumoreiweiB unspaltbare Peptid. 
bindungen nachzuweisen, erschien uns natiirlich von Anfang an 
als auBerordentlich wichtig. Fiir die Ausfihrung der Versuche 
war nun aber insofern mit einer Schwierigkeit zu rechnen, als 
die besonderen Fermente, welche im Tumor ,,verkehrte“ Peptid- 
bindungen aufbauen, diese in vitro — bei der Autolyse — selbst 
wieder spalten konnten. Eine viertiigige Autolyse, wie sie in dem 
oben genannten Verdauungsversuch ausgefiihrt wurde, schien uns 
daher sehr bedenklich; iiberdies war auch noch mit einer Nachwirkung 
der Kigenenzyme des Tumors wihrend der darauffolgenden Ver- 
dauung unter Zusatz von proteolytischen Fermenten zu rechnen. 
Man muBbte daher von gekochtem Tumormaterial ausgehen, um 


die Kigenenzyme mit Sicherheit auszuschalten. An und fiir sich § 


waren natiirlich die Proteinasen entsprechender normaler Gewebe 
das beste Material fiir die Spaltungsversuche; hierbei waren 
jedoch wieder mancherlei neue experimentelle Schwierigkeiten zu 
erwarten. Wir haben uns daher entschlossen, die Frage zunichst 
einmal durch Fitterungsversuche zu studieren; diese boten 
uns zudem die Gewihr, da die normalen Verdauungsfermente 
sicher in optima forma zur EKinwirkung gelangten. H. D. Dakin} 
und H. W. Dudley haben bereits vor lingerer Zeit ,,racemisiertes‘ 
Casein bzw. Caseose an einen Hund verfiittert und dabei fest- 
gestellt, daB diese Produkte anscheinend unverindert mit den 
Faeces ausgeschieden werden, aus denen sie mit 3°/,iger Soda- 
lésung zu extrahieren sind. Kiirzlich hat G. Ivanovics®) gezeigt, 
daB die aus d-Glutaminsiéure aufgebaute Kapselsubstanz der 


*) Leider finden sich in der Arbeit keine Angaben iiber den Racemi- 
sierungsgrad der Glutaminsiure, da dessen Bestimmung auf technische 
Schwierigkeiten stieB. 

8) J. of Biol. Chem. 15, 271 (1913). 

*) Z. Immunit.forsch. 96, 408 (1939). Vgl. auch die Ausscheidung von 
d(—)-Alanin nach Zufuhr der d,l-Verbindung: E. Abderhalden und 
E. Tetzner, Diese Z. 232, 79 (1935); vgl. ferner FuBnoten 47 und 48 in 
der 1. Mitteilung dieser Reihe. 
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Milzbrandbazillen beim Kaninchen wenige Stunden nach der 


© Injektion im Harn auftritt. Auf Grund dieser Erfahrungen muBten 


sich auch nach Fiitterung von Tumoren in den Exkreten eiweif- 
oder peptidartige F'raktionen nachweisen lassen, welche d-Glutamin- 
siure als Baustein enthielten. 


In der 1. Versuchsserie haben wir waihrend 3 Tagen einen 
Hund mit gekochten Kaninchentumoren (Brown-Pearce) gefiittert. 
Es gelang hierbei in der Tat, aus den Faeces durch Extraktion 
mit Kochsalz- und verdiinnter Sodalésung?*) sowie anschlieBender 
Fallung mit Alkohol eine eiweiBartige Fraktion zu isolieren, 
welche nach der in unserem Laboratorium iblichen Methode mit 
konzentrierter Salzsiure hydrolysiert und aufgearbeitet wurde. 


| Wir erhielten hierbei 192 mg eines Krystallisats von Glutamin- 
 saurehydrochlorid, das nach 2 maliger Umkrystallisation eine spez. 
| Drehung [«], =— 2,0° zeigte. Dieser Wert entspricht einem 
# Gehalt von 53,1°/, d-Form, wir haben hier also zum erstenmal 


bei der Aufarbeitung eines Hydrolysats eine Glutaminsiure er- 
halten, welche den nicht natiirlichen Antipoden im Uberschu8 


| enthalt, Selbstverstiindlich wurde die chemische Reinheit der 


isolierten Glutaminsiure — wie jene aller anderen Priaparate 
dieser und der friiheren Mitteilungen — durch die Elementar- 
analyse kontrolliert. 

Aus dem nach der Tumorfiitterung ausgeschiedenen Harn 
haben wir mit Quecksilberacetat in sodaalkalischer Lisung 
Harnstoff, Aminosiuren und Peptide ausgefallt. Die im Versuchs- 


| teil naher beschriebene Fraktionierung lieferte eine kleine Menge 


ungebundener Glutaminsiure ([a], = + 30,4°); die Mutterlauge 
enthielt Peptide, die nach der Saurehydrolyse etwa 1 g Glutamin- 
siure-hydrochlorid ([a], = + 21,0°) lieferten, entsprechend einem 


» Gehalt von 16,9°/, d-Form. 


Nach der Tumorkost wurde der Hund einige Tage mit ge- 
kochtem Reis gefiittert. Hierbei zeigte die aus dem Harn isolierte un- 
gebundene Glutaminsiure [a], = + 30,8°, das aus Harn nach Hydro- 
lyse erhaltene Priparat [a], = + 30,8° und die aus Faeces (nach 
Hydrolyse) gewonnene Glutaminsaure [#],, = + 29,7°, entsprechend 
3,2°/, d-Form. Die beobachtete Depression der spez. Drehung 
konnte in diesem Fall méglicherweise dadurch verursacht sein, 





10) In einem besonderen Versuch haben wir uns davon iiberzeugt, daB 
die verwendete Sodalésung keine Racemisierung des Glutaminsiure-Bau- 
steins bewirkt. 
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daB die in der vorhergehenden Periode gefitterten Tumorproteine 
protrahiert ausgeschieden wurden. Zur Kontrolle haben wir jedoch 
den verwendeten Reis, sowie auch eine daraus dargestellte eiweif. 
haltige Fraktion der Saéurehydrolyse unterworfen. Die isoliertey 
Priparate von Glutaminsaéure zeigten eine spez. Drehung von 
[~], = + 30,4° bzw. + 31,0°; der erste Wert entspricht einem 
Gehalt von 2,05°/, d-Form?’). 


In einer dritten Fiitterungsperiode erhielt der Hund gekochtes 
Rindfleisch mit etwas Reis. Hierbei trat im Harn keine freie 
Glutaminsaiure auf, dagegen konnten hieraus ebenso wie aus den 
Faeces peptidartige Fraktionen gewonnen werden, die nach Hydro- 
lyse und Aufarbeitung die natiirliche Glutaminsaure ((«], = +31,4 
bzw. + 31,0°) lieferten. Es konnte hierbei nur 44°/, der nach 
der Fiitterung von 200 g Tumor erhaltenen Menge Glutamin- 
siure isoliert werden, obschon in derselben Zeit fast die 4fache 
Menge gekochtes Rindfleisch verabreicht wurde. Ubrigens ist es 
bekannt, daB im Harn auch nach Fiitterung von normalem Kiweif 
Peptide auftreten kénnen. ,,Man darf vermuten, daB es sich um 
Produkte des intermediaren Stoffwechsels handelt, die durch den 
Harn in &hnlicher Weise verloren gehen wie ein Teil der Amino- 
siuren“ }?), 


Die in der ersten Versuchsserie gemachten Erfahrungen kamen 
uns fiir die Wiederholung der Untersuchung in verschiedener 
Hinsicht zu statten. So haben wir die Reihenfolge der einzelnen 
Diaten geindert und ferner waren wir besser dariiber unter- 
richtet, wie die Exkrete bei den einzelnen Fiitterungsperioden 
abzugrenzen waren. Das Ergebnis der 2. Versuchsserie ist in 
Fig. 1 dargestellt. Wie man sieht, wurde nach der Tumorfiitterung 





1!) Wir méchten hierzu bemerken, da8 wir uns bisher nur mit tierischen 
Proteinen beschiftigt haben und es durchaus fiir méglich halten, daB die 
aus pflanzlichen Proteinen zu isolierende Glutaminsiure in manchen Fiillen 
einen gewissen Gehalt an d-Form aufweist. Selbstverstindlich spriiche dies 
ebensowenig gegen unsere Auffassungen iiber die Bedeutung der d-Amino- 
siuren im Tumoreiweib, wie das Vorkommen des d-Glutaminsiure-polypep- 
tids in der Kapselsubstanz der Milzbrandbazillen. Dieses Beispiel legt 
iiberdies die Hypothese nahe, daB das Vorkommen von d-Aminosiure- 
bausteinen z. B. in Samenhiillen eine wichtige pflanzenphysiologische 
Bedeutung haben kénnte, etwa im Sinne einer Schutzwirkung gegen den 
enzymatischen Angriff durch Mikroorganismen. 

12) 0. Neubauer in Handb. d. normalen u. pathol. Physiologie Bad. V, 
Verlag von J. Springer, Berlin 1928, und zwar 8. 702. Vgl. auch die Isolierung 
eines Harnpeptids durch E.Abderhalden u. F. Pregl, Diese Z. 46, 1 (1905). 
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aus den Faeces wiederum eine Peptidfraktion gewonnen, die bei 
der Saurehydrolyse eine Glutaminsiure ({e],, = — 5,3°) mit Uber- 
schu8 an der nicht natirlichen d-Form lieferte. Besonders be- 
merkenswert ist das Ergebnis, daB bei Fiitterung gleicher Mengen 
yon Tumor und Rindfleisch die Peptid- bzw. Glutaminséuremenge 
im Harn im ersten Fall 10 mal gréBer ist. Durch die Anwesen- 
heit des verkehrten Bausteins ist demnach auch das 3—4fache 
an normalen Glutamins&ureresten dem Angriff der Verdauungs- 
fermente entzogen worden. 

Zusammenfassend laBt sich sagen, da der von uns erwartete 
Effekt bei den hier besprochenen Versuchen sehr deutlich zutage 


Ausscheidung von freier uvon peptidartig gebundener Glutaminsaure 
in Harn und faeces eines Hundes nach Fitferung mit: 


Rindfleisch 7” Reis i. cal mor ; gkindfileisch 
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getreten ist. In bezug auf die mit dem Tumor zugefiihrte Menge 


; an d-Glutaminsiure-Baustein war die Ausbeute an der aus Harn 


und Faeces in reinem Zustande zu isolierenden d-Form verhiltnis- 


» miBig klein. Nach Lage der Dinge darf das Ergebnis schon 
' wegen der unvermeidlichen Verluste bei der Isolierung nicht 


wie ein Bilanzversuch'*) gewertet werden. Wir haben uns aber 
auch davon iiberzeugt, daB die nach der Tumorfiitterung aus- 





') Zur Frage, ob d-Peptide durch d-Aminosiiureoxydase angegriffen 
werden vgl. H. A. Krebs, Diese Z. 217, 191 (1933), sowie Biochemic. J. 29, 
1630 (1935). Polypeptide mit endstindigem d-Glutaminsiurerest kénnten 
hier tiberdies auf normale Weise gespalten werden und dadurch als Substrat 


¢ fiir das oben genannte Ferment dienen. 


Es wird zur Zeit noch gepriift, ob die in unserem Institut geziichteten 
Bro wn-Pearce-Tumoren den gleichen Racemisierungsgrad der Glutamin- 
siure aufweisen, wie die in der I. Mitteilung angegebenen Fille. 
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geschiedenen Faeces auch nach der Extraktion mit Kochsalz- und 
Sodalisung noch eiweiBartige Fraktionen enthielten. Durch Siure. 
hydrolyse einer Probe des Faeces-Riickstands erhielten wir nach 
der iiblichen Aufarbeitung analysenreines Glutaminsaure - hydro. 
chlorid mit einem Gehalt von 11°/, d-Form, doch haben wir 
darauf verzichtet, auch die Gesamtmenge in dieser Weise aut. 
zuarbeiten. 


Nach einer kirzlich erschienenen Notiz von F. Lipmann", 
O. K. Behrens, E. A. Kabit und D. Burk ist es diesen Autoren 
nicht gelungen, in Tumorhydrolysaten d-Glutaminséure mit Hilfe 
von d-Aminoséureoxydase nachzuweisen. Diese Arbeit wird in 
unserem Laboratorium nachgepriift. Im iibrigen verweisen wir 
auf die vorlaufigen Mitteilungen von E. Waldschmidt-Leitz' 
und K. Mayer, sowie von J. 8S. Fruton, G. W. Irving und 
M. Bergmann"*), nach welchen durch carcinomatése Seren bzv. 
durch Extrakte gewisser Tumoren auch d-Peptide oder Derivate 
von d-Aminosaéuren gespalten werden, wahrend man bisher bei 
Proteinasen bzw. Peptidasen eine weitgehende sterische Spezifitit 
fiir die 1-Reihe beobachtet hatte. 


Fiir die Unterstiitzung unserer Arbeiten sind wir der Rocke- 
feller-Foundation sowie dem Werk W.-Elberfeld der LG. 
Farbenindustrie A.-G. sehr zu Dank verpflichtet. 


Experimenteller Teil 


I. Versuchsserie. — a) Fiitterung von Brown-Pearce-Tumoren. 
Um Wiederholungen zu vermeiden, wird die in der Arbeit angewandte 
Isolierungsmethodik nur fiir den ersten Fall ausfiihrlich beschrieben. Ein 
Hund von 10,1 kg erhielt im Laufe von 3 Tagen insgesamt etwa 200 g ge- 
kochte Kaninchen-Tumoren (Brown-Pearce), vermischt mit etwas gekochtem 
Reis. Die gesammelten Faeces wurden zunichst mit der 10 fachen Gewicht: 
menge 0,9°/, iger NaCl-Lésung einige Stunden bzw. tiber Nacht extrahiert; 
in der abzentrifugierten Kochsalzlésung wurde durch Alkoholzusatz das 
Eiwei8 ausgefiallt. Der extrahierte Riickstand wurde nunmehr noch 1 Stunde 
mit der 5 fachen Gewichtsmenge 3°/, iger Sodalésung extrahiert, diese nach 
dem Zentrifugieren mit Essigsiiure angesiduert und zur Fallung des Eiweibes 
mit der 4 fachen Menge Alkohol versetzt. Die beiden EiweiSfraktionen 
wurden nach dem Trocknen vereinigt (2,2 g) und mit 7 ecm konzentrierter 
HCl 7 Stunden hydrolysiert. Nach der friiher '”) beschriebenen Aufarbeitung* 





*) Science 91, 21 (1940). *) Diese Z. 262, IV (1939). 
*) J. of Biol. Chem. 132, 467 (1940). 
) Diese Z. 261, 146 (1939). 
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methode wurden daraus 192 mg Glutaminsiiure-bydrochlorid erhalten und 
aus 20°/, HCl umkrystallisiert. 173 mg. 








_ =~ 007-100 a a 
[a]p 7) 4,20 =— 1,7°%), 
Nochmals umkrystallisiert, 136 mg Krystalle aus 153 mg. 
_ = 0,10-100 s 
[e]p i 5,03 pooh nae 2,0 . 


Die Drehung entspricht einem Gehalt von 53,1°/, d-Form. 


Analyse”): 4,092 mg.Subst.: 4,92 mg CO, 2,04 mg H,O. — 4,571 mg 
Subst.: 0,300 cem N, (22°, 764 mm). 


C,H,O,N - HCl (183,5) Ber. © 32,70 H5,50 N 7,64 
Gef. ,, 82.79 ,, 5,58  ,, 7,68. 


Eine Probe des Urins wurde jeweils aufgekocht und mit Essigsdure 
vorsichtig angesiuert. Dabei trat keine Flockung auf. Die Hauptmenge 
des Harns wurde filtriert und im Vakuum bis zur Dickfliissigkeit eingeengt. 
Darauf wurde abwechselnd 10°/,ige Sodalésung und 25°/,ige Quecksilber- 
acetatlisung zugefiigt, so daB die Reaktion der Fliissigkeit stets alkalisch 
blieb. Das Reagens wurde im Uberschu8 angewandt, bis die iiberstehende 
Flissigkeit orange gefirbt war. Danach wurde zur Vervollstindigung der 
Fillung das 6 fache Volumen Alkohol zugefiigt und nach mebrstiindigem 
Stehenlassen abgesaugt und gut ausgewaschen. Der Quecksilbersalznieder- 
schlag wurde in wiBriger Suspension mit H,S zersetzt. Die vom Sulfid- 
uiederschlag abgesaugte Lésung wurde im Vakuum weitgehend eingeengt 
bis zur beginnenden Krystallisation von Harnstoff. Beim Stehenlassen in der 
Kilte krystallisierte ein groBer Teil des Harnstoffs aus, er wurde abgesaugt 
und mit eiskaltem Wasser gewaschen. Das Filtrat wurde noch weiter ein- 
geengt und darauf bei 0° mit HCl gesiittigt zur Ausfillung eventuell vor- 
handener freier Glutaminsiure. 

Dabei erhielten wir 83 mg Glutaminsiure—HCl, 








+ 1,51 - 100 ‘sitin ts 
[e], = 5,08 == 4 29,7°. 
Umkrystallisiert, 52 mg aus 58,2 mg. 
Be ns ee 
fa)p = 497 = 30,4 ° 
Die Drehung entspricht einem Gehalt von 2,05°/, d-Form. 
3,979 mg Subst.: 4,79 mg CO,, 1,98mg H,0. — 4,405 mg Subst.: 
0,290 cem N, (22°, 764 mm). 
C;H,O,N - HCl (183,5) Ber. C 32,70 H 5,50 N 7,64 
Gef. ,, 32,83 » 9,07 + ee 


‘*) Die Bestimmung der spez. Drehung wurde durchwegs in 9°/,iger 
Salzsiiure vorgenommen und in der iiblichen Weise auf die freie Glutamin- 
siure berechnet. 

*) Die Analysen wurden von Herrn P. Hubers, Amsterdam, aus- 
gefiihrt. 
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Die Mutterlauge der rohen Glutaminsiiure-HCl-Fallung wurde 7 Stunda 
lang hydrolysiert. Aus dem Hydrolysat wurde in der iiblichen Weise gj 


Glutaminsiure als Hydrochlorid gewonnen. 1102 mg Rohprodukt, nach ein. 


maligem Umkrystallisieren aus 20°/, HCl 995 mg. 


eer 
falp = — co ae =-+ 20,2 


967 mg wurden nochmals umkrystallisiert und lieferten 885 mg. 


[ely = ee as sa + 21,0°. 


Die Drehung entspricht einem Gehalt von 16,9°/, d-Form. 


4,218 mg Subst.: 5,07 mg CO,, 2,05mg H,O. — 5,119 mg Subst, 
0,343 cem N, (22°, 758 mm). 


C.H,O,N - HCl (183,5) Ber. C 32,70 H5,50 N 7,64 
Get ., 9878, Bae yO. 


b) Fiitterung von Reis. Nach der Fiitterungsperiode mit Brown. 
Pearce-Tumor erhielt der Hund 5 Tage lang pro Tag etwa 80 ¢ ge. 
kochten Reis. 


Die gesammelten Faeces und der Urin wurden genau in der unter |, 
beschriebenen Weise aufgearbeitet. Aus den Faeces wurde 2,0 g Eiweil. 
fraktion erhalten, welche nach Hydrolyse 82mg Glutaminsiure-hydn. 
chlorid lieferte. Umkrystallisiert, 72 mg. 


+ 1,51 - 100 - 
[alp = op = + 28,7". 


Die Drehung entspricht einem Gehalt von 3,2 °/, d-Form. 
Aus dem Harn wurde 139 mg Glutaminsiure-hydrochlorid erhalten, 
das 112 mg freier Glutaminsiure im Harn entspricht. 


1,54 - 100 
falp = TA5E-100 _ + 305°. 
5,07 


117 mg Hydrochlorid lieferten nach dem Umkrystallisieren 106 mg 


Krystallisat. 
+1,55-100 4,0, 
[a|p = ~~ $09 =+ 30,8 ° 


4,239 mg Subst.: 5,10 mg CO,, 2,07 mg H,O. — 4,681 mg Subst. 
0,313 eem N, (22°, 764 mm). 


C,H,O,N - HCl (183,5) Ber. C 32,70 H5,50 N 7,64 
Gef. ,, 32,81 ,, 5,46  ,, 7,78. 


Nach Entfernung der freien Glutaminsiiure wurde die betreffende 
Harnfraktion hydrolysiert. Aus dem Hydrolysat wurden 257 mg Glutamin- 
siiure-HC] erhalten. Umkrystallisiert, 236 mg. 


7 1,49 - 100 
4,94 


[a}p = - = + 30,2° 
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undey Umkrystallisiert, 195 mg aus 215 mg. 


se die + 1,56 - 100 
h eip. [a]p = — —_:ClU + 30,8°. 


4,427 mg Subst.: 5,30 mg CO,, 2,19 mg H,O. — 4,242 mg Subst.: 
992 cem Ny (22°, 764 mm). 


C,H,O,N - HCl (183,5) Ber. C 32,70 H 5,50 N 7,64 
Gef. ,, 32,65 »» D,04 oi. Fate 


e) Fitterung von Rindfleisch. Nach der Fiitterungsperiode mit 
ois erhielt der Hund 3 Tage lang je 250 g gekochtes Rindfleisch zu- 
mmen mit etwas Reis. Harn und Faeces wurden wiederum gesammelt 
nd wie oben aufgearbeitet. 

Aus den Faeces wurden 2,0 g EiweiBfillung und daraus 338 mg 
Hutaminsiure-hydrochlorid erhalten; nach Umkrystallisieren aus 20 °/, HCl 


i) mg. 
a t 1,56 . 1 pe fy »O 
[a|p = i 9 ne Se -t- 30,6 ° 
















ubst,: 


) Wh Umkrystallisiert, 261 mg aus 287 mg. 


y ore. 
ches + 1,50 - 100 
0 meta an SE 
(@]p 4,97 + 31,0 
er |, 
v eib- 4,409 mg Subst.: 5,28 mg CO,, 2,14 mg H,O. 4,500 mg Subst.: 


ydro- fiw,294 eem N, (22°, 779 mm). 


C.H,O,N - HCl (183,5) Ber. C 32,70 H5,50 N 7,64 
Gef. ,, 32,66 ,, 5,43  ,, 7,95. 


Aus dem Harn lief sich in diesem Falle keine freie Glutaminsiiure 
solieren. Nach Hydrolyse der betreffenden Harnfraktion wurden mit Hilfe der 
ebriuchlichen Aufarbeitungsmethode 269 mg Glutaminsiiure-hydrochlorid 
thalten. Umkrystallisiert, 242 mg. 


_ +1,60-100 | "i 
falp =- es ae =+ 31,4 ° 


ten, 


| 4,520 mg Subst.: 5,42 mg CO,, 2,20 mg H,0O. 4,090 mg Subst.: 
M3 HD.269 com N, (22°, 779 mm). 


C,H,O,N - HCl (183,5) Ber. © 32,70 H5,50 N 7,64 
[i SB TRO: 


rst,’ II. Versuchsserie. In einer zweiten Versuchsserie wurde der Hund, 
lachdem er zunichst 4 Tage lang nur Reis erhalten hatte, vom 5.—7. Tage 
mit je 250 g gekochtem Fleisch und etwas Reis gefiittert. Darauf folgte 
‘ine Fiitterungsperiode von 6 Tagen (8.—13. Tag) mit je 70—80 g Reis pro 
wag. AnschlieBend wurde am 14. Tag 94 g gekochter Brown-Pearce- 
uumor, am 15. Tag 108 g Tumor, am 16. Tag 107 g Tumor und am 17. Tag 
135 g Tumor, jeweils zusammen mit etwas Reis, gegeben. MHierauf folgte 
viederum eine Reisperiode von 5 Tagen (18.—22. Tag) und schlieBlich noch- 
mals 4 Tage, an denen die der Tumorfiitterung entsprechenden Mengen 
hormales Fleisch gefiittert wurden (23.—26. Tag). Am 27.—29. Tage erhielt 
er Hund aussehlieBlich je 80 g Reis. 
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a) Fitterung von Rindfleisch. Fir die Isolierung der Glutamin4 Unl 
siiure nach der ersten Fleischperiode wurden Harn und Faeces vom 6, }j 
zum 10. Versuchstage verwendet. 

Aus den Faeces wurden 3,2 g Eiweiffillung und daraus 276 Ig 
Glutaminsiiure-hydrochlorid erhalten. Umkrystallisiert, 248 mg. 





Die 
+ 1,54 - 100 
[@]p = 4.97 = +31,0°. 4,19 
79 ecm 
Nochmals umkrystallisiert, 199 mg aus 222 mg. bai - 
+ 1,55-100 _ . . 
[e]p = —- — + 31,3°. 


4,211 mg Subst.: 5,07 mg CO,, 2,07 mg H,O. — 4,473 mg Subst: 
0,289 cem N, (22°, 769 mm). 
C.H,O,N-HCl (183,5) Ber. C 32,70 H5,50 N 7,64 
Gef. ,, 32,84 » 0,50 »» 2,509. 








Aus dem Harn lieBen sich ohne vorherige Hydrolyse 146 mg Glutamin Um 
siure-hydrochlorid isolieren. Umkrystallisiert, 112 mg. 
+ 1,58 - 100 
[a], = 5,08 = + $1,1°. e 
Nochmals umkrystallisiert, 81 mg aus 90 mg. 0.306 pe 
1,57 - 10 | 
[op = +E = + 81,3° C, 


4,182 mg Subst.: 5,01 mg CO,, 2,08 mg H,O. — 4,722 mg Subst: 





0,313 cem N, (22°, 769 mm). * 
C.H,O,N-HCl (183,5) Ber. C 32,70 H5,50 N 7,64 a 5 
Gef. ,, 32,67 » 0,06 i ee 
Nach Hydrolyse der Harnfraktion konnten 306 mg Glutaminsiiue- 
hydrochlorid isoliert werden. Umkrystallisiert, 271 mg. Um 
+ 1,59 - 100 ; 
[a], = ce = + 31,3°. 
Umkrystallisiert, 226 mg aus 250 mg. Die 
[e]p =. ii - <i + 31,4°. 4,01 
j 0,296 cen 
4,392 mg Subst.: 5,24mg CO,, 2,11 mg H,O. — 4,067 mg Subst: 
0,270 cem N, (22°, 769 mm). C, 
C;H,O,N-HCl (183,5) Ber. C 32,70 H5,50 #£N 7,64 
Gef. ,, 32,54 » 5,38 Wee ce) 
b) Fiitterung von Reis. Zur Isolierung der Glutaminsiure nach corgi 
Reisfiitterung wurden Harn und Faeces vom 11.—14. Versuchstag verwendet a ™ Fae 
Aus den Faeces wurden 2,05 g EiweiBfillung und daraus 169 mg Glut Au 
aminsiure-hydrochlorid isoliert. Umkrystallisiert, 151 mg. hydroch] 
[e]p = _+ 1,50- 100 = + 29,8 


5,04 
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a Umkrystallisiert, 120 mg aus 131 mg. 
, his 
+ 1,52 - 100 
Pe = + 30,4°. 
6 ty lelp 5,00 a. 


Die Drehung entspricht einem Gehalt von 2,05°/, d-Form. 


4,190 mg Subst.: 5,03 mg CO,, 2,02 mg H,O. — 4,252 mg Subst.: 
279 eem Ny, (22°, 769 mm). 


0,H,O,N-HCI (183,5) Ber. C 32,70 H5,50 N 7,64 
a, , 880 |. TR. 


Aus dem Harn lieBen sich ohne vorherige Hydrolyse 87 mg Glutamin- 


tba: iure-hydrochlorid isolieren. Umkrystallisiert, 79 mg. 








Bee. ee 
[o}p ae 5,06 = + 30,6 ° 
min- Umkrystallisiert, 50 mg aus 60 mg. 
_ + 1,48-100 . 
4,272 mg Subst.: 5,14 mg CO,, 2,12 mg H,O. — 4,619 mg Subst.: 


0,306 cem N, (22°, 769 mm). 


C,H,O,N-HCl (183,5) Ber. C 32,70 H5,50 N 7,64 
of, , O25), 88S, 7,76. 


Nach Hydrolyse der Harnfraktion konnten 320 mg Glutaminsiiure- 
hydrochlorid erhalten werden. Umkrystallisiert, 288 mg. 


+ 1,51 -100 








[ap = 5,00 =+ 30,2 °. 
are: 
Umkrystallisiert, 245 mg aus 267 mg. 
+ 1,56 - 100 
(o]p -_ 5,09 = + 30,6°. 


Die Drehung entspricht einem Gehalt von 1,7°/, d-Form. 


4,060 mg Subst.: 4,88 mg CO,, 2,00 mg H,O. — 4,481 mg Subst.: 
0,296 eem N, (21°, 769 mm). 


C,;H,O,N- HCl (183,5) Ber. C 32,70 H 5,50 N 7,64 
Gef. ,, 32,78 » OL oo. 494s 


ce) Fiitterung von Brown-Pearce-Tumoren. Zur Isolierung der 
cham Slutaminsiiure nach Fiitterung mit Brown-Pearce-Tumoren wurden Harn 
etme td Faeces vom 15. bis zum 21. Versuchstag verwendet. 


It Aus den Faeces (3,75 g EiweiBfillung) wurden 416 mg Glutaminsiiure- 
hydrochlorid isoliert. Umkrystallisiert, 372 mg. 
— 0,24 - 100 





eis eer 0 
[o), = 497 = — 483°, 
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Umkrystallisiert, 319 mg aus 350 mg, : U 
ere : 
[eo], = 4,98 =— §,3°% 
Die Drehung entspricht einem Gehalt von 58,5°/, d-Form. D 
4,345 mg Subst.: 5,23 mg CO,, 2,13 mg H,O. — 4,816 mg Subg: 8, 
0,313 eem N, (22°, 760 mm). ).286 ec 
C;H,O,N-HCl (183,5) Ber. C 32,70 H5,50 #£N 7,64 
Gef. ,, 32,83 » 5,48 a tee 
Von einem Teil der nach der Tumorfiitterung gesammelten Face q) 
wurde der nach Extraktion mit NaCl- sowie mit Sodalésung verbleibenj pach d 
Riickstand in der iiblichen Weise mit konzentrierter HCl 7 Stunden hydn 4. bis 
lysiert. Aus dem Hydrolysat wurden 320 mg Glutaminsiure-hydrochloriiy A 
erhalten. Umkrystallisiert, 288 mg. slutam 
a... ae oe 
[oe], = — —— — = + 24,0°. 
Umkrystallisiert, 240,5 mg aus 265 mg. 
+ 1,23 - 100 si 
ag ee 
Die Drehung entspricht einem Gehalt von 11°/, d-Form. Lt 
3,802 mg Subst.: 4,58 mg CO,, 1,85 mg H,O. — 4,614 mg Subst; 
0,303 eem N, (21°, 750 mm). 
C;H,O,N-HCl (183,5) Ber. C 32,70 H5,50 N 7,64 " 
Ge, OCs. : 
ydrocl 
Aus dem Harn wurden ohne vorherige Hydrolyse 242 mg Glutamin 
siiure-hydrochlorid erhalten. Umkrystallisiert, 216 mg. 
+ 1,48 - 100 : 
(ep = Tgp = + 20,8" t 
Umkrystallisiert, 175 mg aus 193 mg. 
— +1,53-100 _ - 
[oe], = — — = + 30,2° — 
fein ge 
Die Drehung entspricht einem Gehalt von 2,3 °/, d-Form. Aus det 
ol, Al 


4,052 mg Subst.: 4,85 mg CO,, 1,99 mg H,O. — 4,400 mg Subst: D 
0,289 ecm N, (22°, 750 mm). Kodalds 


C;H,O,N - HCl (183,5) Ber. C 32,70 H5,50 WN 7,64 Alkohol 
ae... ae. bee. a tee rockn 
gearbei 


Nach der Hydrolyse der Harnfraktion konnten 1759 mg Glutamir “ 


siiure-hydrochlorid isoliert werden. Umkrystallisiert, 1588 mg. 


+ 0,96-100 


Se eaicacendieniiten 0 
[@]p aii 5,06 + 19,0 ° 
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Umkrystallisiert, 1413 mg aus 1562 mg. 


+ 0,98-100 | ae 
[aly = 5,03 =-+ 19,5 ° 





Die Drehung entspricht einem Gehalt von 19,3°/, d-Form. 
Subs fame «3,909 mg Subst.: 4,69 mg CO,, 1,92 mg H,O. — 4,341 mg Subst.: 
286 eem N, (22°, 760 mm). 


C;H,O,N - HCl (183,5) Ber. C 32,70 H 5,50 N 7,64 
er: 4 cere ln OOOO. TGR. 







d) Fitterung von Rindfleisch. Zur Isolierung der Glutaminsiure 
nach der zweiten Fleischfiitterungsperiode wurden Harn und [Faeces vom 
4, bis zum 29. Versuchstage gesammelt und aufgearbeitet. 

Aus den Faeces wurden 1,85 g EiweiBfillung und daraus 172,5 mg 
tutaminsiure-hydrochlorid erhalten. Umkrystallisiert, 154 mg. 


+ 1,59 - 100 





oer te ck ae 31.1°. 
[alp = 5,11 + 31,1 
Umkrystallisiert, 119 mg aus 131 mg. 
— + 1,52- 100 ‘. 
[alp 3 spas e Soe — + 31,4 e 


| Aus dem Harn konnten ohne vorherige Hydrolyse nur 48 mg Glutamin- 
‘iure-hydrochlorid isoliert werden. Umkrystallisiert, 40 mg. 
subst: 


Nach Hydrolyse der Harnfraktion lieBen sich 176 mg Glutaminsiure- 
hydrochlorid erhalten. Umkrystallisiert, 157,5 mg. 








tamin 
, ._ *+1,58-100 | . 
[alp = 5,05 = + 31,3 e 
Umkrystallisiert, 125 mg aus 137 mg. 
+ 1,56 - 100 
—_ aie ee ee 2°, 
telp 5,00 bins 


e) Isolierung von Glutaminsiure aus Reis. 50g Reis wurden 
fen gemahlen und mit 300 ccm NaCl-Lésung 24 Stunden lang extrahiert. 
us dem Extrakt wurde eine unlésliche Fraktion durch Zusatz des 4fachen 
ol. Alkohol gefiillt. 

Der Reismehlriickstand wurde noch 1 Stunde lang mit 300 cem 3°/,iger 
odalésung extrahiert und nach Ansiuern des Extraktes ebenfalls mit 
Alkohol versetzt. Die beiden unléslichen Fraktionen betrugen nach dem 


rocknen zusammen 2,24 g und wurden wie iiblich hydrolysiert und auf- 
gearbeitet. 


98 mg Glutaminsiure-hydrochlorid. Umkrystallisiert, 88 mg. 


rajp — + 1,56- 100 
JD * 5,03 














= + 31,0°. 
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10g Reis wurden gemahlen und mit 50 ccm konzentrierter HC] 10 Stundy 
lang hydrolysiert. Aus dem Hydrolysat konnten 176 mg Glutaminsiyp. 
hydrochlorid erhalten werden. Umkrystallisiert, 157 mg. 


50-1 
[a}p = te 100 + 29,8° 
we Die V 
Umkrystallisiert, 122 mg aus 135 mg. 
+ 1,50 - 100 a 
(“lp = Foz = + 304°. 


Die Drehung entspricht einem Gehalt von 2,05°/, d-Form. 

4,297 mg Subst.: 5,14 mg CO,, 2,10 mg H,O. — 4,309 mg Subst; (A 
0,289 cem N, (22°, 760 mm). 

C;H,O,N - HCl (183,5) Ber. C 32,70 H5,50 WN 7,64 





Gef. ,, 3262 ,, 647 ,, 7,76. . 
f) Isolierung von Glutaminsiure aus einem mit Sodalésuny 
hergestellten Extrakt von Schweineniere. 174 g Schweinenier 

.wurde gemahlen und mit 850 cem 3°/, iger Sodalésung 1 Stunde lang be if 
Zimmertemperatur extrahiert. Danach wurde zentrifugiert und mit Waser Pheny 
nachgewaschen. Der Sodaextrakt und das Waschwasser wurden vereinigt, ; 
mit Essigsiiure angesiuert und mit dem 4fachen Vol. Alkohol versetzt. Die und N 
nach Zentrifugieren erhaltene Eiweiffraktion betrug nach dem Trocknen Mi siuren 
6,5 g und wurde mit 20 cem konzentrierter HCl 7 Stunden lang hydrolysiert BM ein wir'l 
Nach der iiblichen Aufarbeitung wurden daraus 576 mg Glutaminsiure-H( dioxyd 
von der Drehung pe even 
len en = + 31,1° i 
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Die Wirkung von Leber- und Nierenschnitten auf 1(+-)-Lysin, 
1(+)-Glutaminsaure und 1(+)-Asparaginsaure*) 
Von 
K. Felix und S. Naka 
Mit 2 Figuren im Text 



































ubst, (Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft) 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. M.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Februar 1940) 
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Im AnschluB an unsere Versuche iiber den Abbau von Tyrosin, 
Phenylalanin und verwandten Substanzen haben wir nun Leber- 
und Nierenschnitte von Ratten auf drei weitere natiirliche Amino- 
siuren, 1(+-)-Lysin, 1(+-)-Glutaminsiure und 1(+)-Asparaginsaure 
einwirken lassen und gepriift, wie Sauerstoffverbrauch, Kohlen- 
dioxyd- und Ammoniakbildung der Gewebe durch diese Amino- 
siuren geindert werden. 

Uber den Abbau des Lysins ist noch wenig Zuverlassiges be- 
kannt. Nach J. R. Doty und A. G. Eaton’) tritt es nur sehr lang- 
sam in den Stoffwechsel ein. Aus Versuchen von A. E. Braun- 
stein!) geht hervor, daB es in Gegenwart von Amino- (Asparagin- 
siure, Glutaminsdure) oder Ketodicarbonsiuren (Oxalessigsiure, 
a-Ketoglutarsiure) in geringem Umfang seine Aminogruppe auf 
Brenztraubensaure itibertragen kann. Wir haben mit ihm 20 Ver- 
jsuche mit Leberbrei, Leber- und Nierenschnitten zwischen p,, 6,9 
fund 9,2: durchgefiihrt; einige von ihnen sind im experimentellen 
Teil ausfithrlich wiedergegeben. In keinem Fall wurde in Gegen- 
wart der Hexonbase eindeutig mehr Sauerstoff verbraucht. So 
scheinen diese Gewebe Lysin nicht oxydativ abbauen zu kénnen. 

Ganz anders verhalten sich dagegen die beiden Aminodicarbon- 
siuren. In Versuchen von H. A. Krebs wurde Glutaminsaure 
durch Nierenschnitte zu Ammoniak und zu a-Ketoglutarsiure 
und dariiber hinaus abgebaut; Asparaginsiure zu Brenztrauben- 


‘knen 
siert, 





*) Der gréBte Teil der Ergebnisse dieser Arbeit wurde bereits auf dem 
Internationalen Physiologenkongre8 1938 vorgetragen. 
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siure, die nachtraglich aus Oxalessigsiure durch Decarboxylierny 
entstanden ist®). Auch Gehirngewebe oxydiert Glutaminsiure 
a-Ketoglutarsiure und Ammoniak, das von iibriger Glutaminsjy,, 
unter Bildung von Glutamin gebunden werden kann (H. Weil. 
Malherbe”). | 

Aus einer Reihe weiterer Arbeiten namentlich von H. v. Eule 
und seinen Mitarbeitern?), ferner von J. G. Dewan’) geht hervor, 
daB in vielen tierischen Geweben (vor allem Leber, Niere uni 
Herzmuskel), in Hefe und Bakterien eine auf 1(+-)-Glutaminsiur 
spezifisch eingestellte Apodehydrase vorkommt. Sie wird je nach 
Herkunft durch Codehydrase I oder II oder auch durch bei 
zum Holoferment erganzt. Dieses vermag Glutaminsiure in Gegen. 
wart von Sauerstoff und einem Zwischenacceptor (nicht mit Sauer. 
stoff allein), der den Wasserstoff von der Dihydrocodehydray 
aufnimmt, zu oxydieren. Als Zwischenacceptoren wurde meisten 
Methylenblau und Pyocyanin beniitzt. Sie geben den Wasser. 
stoff an den Sauerstoff als den Endacceptor weiter, wobei Wasser. 
stoffsuperoxyd entsteht [vgl.’)]. An ihre Stelle kénnen Cytochron 
a und b, Lactoflavinphosphat, gelbes Ferment, Brenztraubensiur 
oder Oxalessigsaure treten. 

Auch in diesen Versuchen wurde die Glutaminsiure stet 
zu e-Ketoglutarsiure und Ammoniak oxydiert und pro Mi 
Aminosiure 1/, Mol Sauerstoff verbraucht. 

Die Versuche jedoch, iiber die hier berichtet wird, fihra 
zu der Vermutung, daB die Glutaminsiure noch auf anderen 
Wege abgebaut werden kann. Der Sauerstoffverbrauch von Leber 
brei und -schnitten wird durch sie bei p,, 6,9—7,1 kaum gesteigert 
etwas mehr durch Asparaginsiure. Aber auch bei dieser erreich! 
er héchstens ein */,, Mol pro Mol Asparaginsaure. Das isoliert 
Lebergewebe baut somit die beiden Aminodicarbonsiuren nicht 
oder nur in ganz geringem Umfange ab. 

Nierengewebe ist dagegen wesentlich leistungsfihiger. Regel- 
miBig verzehrten die Schnitte in Gegenwart einer der beide 
Aminodicarbonsaéuren bedeutend mehr Sauerstoff als fir sich alle 

Die Oxydation der 1(+)-Glutaminsiure war bei p,, 7,0—‘ 
nach 8—11 Stunden beendet; von da ab atmeten Haupt- wl 
Leerversuch gleich stark. Die Differenz, welche sich im Sauer 
stoffverbrauch bis dahin eingestellt hatte, entsprach 1,6—2 Mol 
Wie sich aus der folgenden graphischen Darstellung eines det 
im experimentellen Teil wiedergegebenen Versuche ergibt, witl 
der Endpunkt der Oxydation wohl bei 2 Mol liegen. (Fig. 1). 
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Um festzustellen, ob der Punkt, von dem ab Haupt- und 
Leerversuch gleich atmen, wirklich der Oxydation der Glutamin- 
siure entspricht und nicht der Erschépfung des Gewebes, haben 
wir in einer Reihe von Versuchen nach 6 und nach 7 Stunden 
unterbrochen, die alten Schnitte herausgenommen und durch 
frische ersetzt. Hier erreichte die Atmung allerdings einen etwas 
hoheren Endwert, 2,2 und 2,5 Mol Sauerstoff. Wir glauben aber 
nicht, daB dieses geringe Mehr die wirkliche Atmung darstellt, 
sondern durch die etwas gréBeren Versuchsfehler dieser Anordnung 
yerursacht ist. 

An Kohlendioxyd wurden ebenfalls 2 Mol von 1 Mol Glutamin- 
siure gebildet. Der respiratorische Quotient ist somit gleich 1. 
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Fig. 1 


Verlauf des Sauerstoffverbrauchs von 5 mg 1(+)-Glutaminsiure beim Abbau 
durch Nierenschnitte. 


Hinsichtlich der Bildung von Ammoniak machten wir wieder 
die gleiche Beobachtung wie beim Abbau des Tyrosins und 
Phenylalanins durch Leber- und Nierenbrei®). Auch in den jetzigen 
Versuchen konnte maximal nur ein Drittel von dem nachgewiesen 
werden, welches bei vollstindiger oxydativer Desaminierung frei 
werden sollte. Im giinstigsten Fall betrug das molare Verhiltnis 
des verzehrten Sauerstoffs zum gebildeten Ammoniak 2:0,3 und 
nicht wie bei der oxydativen Desaminierung '/,:1. Dem ent- 
sprachen auch die Ergebnisse der Ketosiuretitration. Es lieB 
sich keine Ketosaure titrieren, auch dann nicht, wenn wir den 
Versuch mit arseniger Siaure ansetzten, wodurch die weitere 
Oxydation der «-Ketoglutarsiure unterbunden werden sollte®). In 
unserem Falle scheint sie itiberhaupt nicht oder nur in verschwindend 
Qg* 
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kleiner Menge gebildet worden zu sein. Damit eriibrigte es sich 
noch auf eine allfillige Bildung von Glutamin zu prtifen. 

Es war noch zu entscheiden, ob die beiden Molekiile Kohlep. 
dioxyd, welche bei der Oxydation der Glutaminsiure frei werden 
aus ihr oder einer anderen Quelle stammen. Auch in unsera 
Versuchen kénnte Wasserstofisuperoxyd gebildet worden sein, 
das dann seinerseits irgendwelche Stoffe des Gewebes hatte Oxy. 
dieren kénnen, wobei dann eine dem Wasserstoffsuperoxyd Aqui. 
valente Menge Kohlendioxyd entstanden wire. Da die Nierep. 
schnitte aber reichlich Katalase enthalten, muB Wasserstoffsuperoxyi 
in dem MaBe, wie es entsteht, sofort zersetzt werden. Wir konnten 
es in elgens dazu angesetzten Versuchen auch niemals mit Titanyl. 
sulfat nachweisen. AuBerdem haben wir bei andern Versuchen 
Cerohydroxyd zugesetzt, welches das Wasserstoffsuperoxyd aus. 
schaltet; auch bei ihnen wurden 2 Mol Kohlendioxyd aus de 
Glutaminsiure frei. 

Diese Befunde legen den SchluB sehr nahe, daB die frischen 
Nierenschnitte die Glutaminsiure nicht an der Aminogruppe an- 
greifen, sondern an dem ihr entfernteren Carboxyl. Die abweichen. 
den Beobachtungen von H. A. Krebs kénnen wir uns vorerst nicht 
erkliren; er hat ebenfalls mit Nierenschnitten gearbeitet, allerdings 
von Hunden, Kaninchen und Meerschweinchen; Rattennieren 
lehnte er ab, weil sie die Aminosiuren zu langsam umsetzten, 
Vielleicht unterscheiden sich die einzelnen Tierarten in de 
desaminierenden Fahigkeit ihrer Niere; so konnten wir z.B. mit 
dem Brei von Schweinenieren 1(-+-)-Glutaminsiure nicht abbauen. 
Auch im Gehirngewebe mégen andere Verhiltnisse wie in der 
Niere vorliegen; auBer Glutaminsiure wird dort keine andere 
Aminosiure oxydiert. H.v. Euler und Mitarbeiter und J.G. Dewan 
haben ein kiinstlich zusammengesetztes Oxydo-reduktionssysten 
verwendet, das sich von vornherein anders verhalten diirfte wie die 
lebende Zelle. Die Apodehydrase der Glutaminsi&ure soll namlich 
in der Leber besonders reichlich vorkommen; trotzdem haben in 
unseren Versuchen Leberschnitte die Glutaminsiure nicht abgebaut. 

In der Annahme, da8 die Oxydation der Glutaminsiure am 
w-Carboxyl beginnt, werden wir noch durch das Verhalten der 
Asparaginsaiure bestarkt. Ihre Kette ist um ein Kohlenstoffatom 
kiirzer und bei der Oxydation durch Nierenschnitte verbraucht sie 
dementsprechend nur 1 Mol Sauerstoff und gibt nur 1 Mol Kohlen- 
dioxyd ab, Die Ammoniakbildung betragt auch hier héchstens 
wieder 30°/, des theoretischen Wertes. 
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Beide Aminodicarbonsiuren scheinen somit in der Haupt- 
cache bis zu einer (vielleicht der gleichen) Substanz aus 3: Kohlen- 
stoffatomen abgebaut zu werden, die noch die Aminogruppe besitzt. 
Sollte diese Vermutung spiter bestatigt werden, dann hatten wir 
hier zwei weitere Beispiele fiir die getrennten Wege des Abbaus 
der d- und l-Aminosiuren. Wie in einer vorausgegangenen Mit- 
teilung®) gezeigt werden konnte, wird d(—)-Asparaginsiure durch 
Nierenextrakt leicht zu Ammoniak und Oxalessigsiiure, welche 
weiter in Brenztraubensiure und Kohlendioxyd zerfallt, oxydativ 
desaminiert. d(—)-Glutaminsiure wird von Nierenextrakt nur sehr 


schwer angegriffen. 


Experimenteller Teil 


Anfertigung der Gewebsschnitte. [Fiir Leberschnitte nimmt man 
besser kleinere Ratten, fiir Nierenschnitte gréBere. Die Tiere werden durch 
Nackenschlag getétet, das Organ herausgenommen, gereinigt,. von der Niere 
noch die Kapsel entfernt, und dann in 37° warme Kochsalzlésung gelegt. 
Beide wurden in geeignete Stiicke zerlegt. Beim Schneiden diente als Unter- 
lage ein groBer mit Filtrierpapier iiberzogener Kork. Darauf bleiben die 
Organstiickchen geniigend fest haften; wenn nétig, wurden sie noch mit 
Albuminlésung angeklebt. Zum Schneiden benutzten wir Rasierklingen in 
einem geeigneten Halter. Nach lingerem Einiiben war es dem einen von 
uns (N.) méglich, hauchdiinne Schnitte von stets derselben Dicke herzu- 
stellen. Die Schnitte wurden zuerst in kérperwarme Kochsalzlésung und 
dann in Krebssche Salzlésung gebracht‘’). In das einzelne Reaktionsgefib 
gaben wir 3—4 Schnitte. Sie wurden so ausgewihlt, da sie in allen An- 
sitzen eines Versuchs die gleiche Oberfliche (210—230 qmm) hatten. Dazu 
wurden die Schnitte des ersten Reaktionsgefi8es in ein mit Salzlésung 
gefiilltes Schiilchen gebracht, auf dessen Boden ein Millimeterpapier lag, 
und der Umfang jedes einzelnen Schnittes mit Bleistift aufgetragen. Fiir 
die ibrigen ReaktionsgefaéBe wurden dann die Schnitte nach diesen Mustern 
ausgewihlt und unter Umstiinden zurecht geschnitten, so dab die Gesamt- 
oberfliche die gleiche war. So gelang es, gleichmiBig atmende Versuche 
zu erhalten und war es méglich, den Sauerstoff der einzelnen Ansiitze 
(2 Leerversuche und 2, meist 4 Hauptversuche) direkt zu vergleichen. Zur 
Sicherheit wurde stets das Trockengewicht mitbestimmt; es bedingt natiir- 
lich eine neue Fehlerquelle. 


Jedes GefaiB enthielt 3—4 Schnitte und 3 cem Krebsscher Salzlisung. 
Die Aminosiiuren wurden in Wasser gelést und genau neutralisiert, so daB 
die in den nachfolgenden Tabellen angegebenen Mengen in 2 cem enthalten 
waren, Sie befanden sich in kleinen angeschliffenen Retorten, die nach dem 
Temperaturausgleich in den Hauptraum des ReaktionsgefaBes entleert wurden. 
Zur Messung des Sauerstoffverbrauchs benutzten wir wie bisher die Warburg- 
Manometer. Die Kohlensiure bestimmten wir in der Absorptionslauge 
nach dem Van Slykeschen volumetrischen Verfahren in einer verbesserten 
Apparatur. Wir verwandten dazu herausnehmbare AbsorptionsgefiBe von 
‘etwas mehr als 2. ccm Inhalt. Sie wurden erst bis zur Hiilfte mit etwas 
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Glaswolle beschickt und dann 1 ccm n-KOH einpipettiert. Dabei ist daray 
zu achten, daB die Lauge nicht den Rand des GefaBchens benetzt. Lebe! 


1(+)-Lysin. Lysin wurde aus Gelatine nach dem Verfahren yo, MMeNieré 
Kossel und Kutscher dargestellt. Es liefert zuniichst das Pikrat. Wir Miicauer 
krystallisierten es mehrmals um und zerlegten es mit Salzsiiure und Athe, | 
Die von der Pikrinsiure befreite und entfirbte Lésung wurde auf dey 







‘Hexo 



































Wasserbad zum Sirup eingeengt, wieder in wenig Wasser gelist unj und ) 
tropfenweise in absoluten Alkohol eingegossen. Das Lysin-dihydrochlorid fe Die 
scheidet sich in farblosen Krystallen ab. Wir krystallisierten es nicht [@hedin 
mehr um, weil dabei ein Teil der Salzsiiure verloren geht. einig 
Pregl: Ber. C 32,84 H 7,35 N 12,78 
Gef. ,, 32,73 » 7,10 » 12,04. ita R 
Volhard: Ber. Cl 32,37 Gef. Cl 31,6. spezifi 
Optische Aktivitit: 5°/, wiBrige Lésung von Lysindihydrochlorit: ) 
[o]in* = + 16,4° jeinwi 
Tabelle 1 der Z 
EinfluB von 1(+)-Lysindihydrochlorid auf die Atmung von Puffe 
Leberbrei und Nierenschnitten n-KO 
= RainGaniEY a — BB dure 
Lysin Organ ~ Dauer O,-Verbrauch Leberbrei | Arbe’ 
mg Min. cmm g lang 
2588 verm« 
0) 7,61 390 2941 4 an de 
Leberbrei _— lich 
2815 
10 7,61 390 3118 4 
(2521) 
2505 
0 7,9 420 2505 4 
2440) (rluta 
. 2268 
10 7,9 420 2502 4 
2415 
2289 
0 8,4 480 2390 4 
2375 
“ (1490) 
10 8,4 480 2180 4 
2412 
bea Bey HES Trockengewicht 
d. Nierenschnitte 
mg 
| a - saa 561 10,4 
Y | iro fh oe 576 9,2 
sehnitte a a 581 10,1 
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Im ganzen haben wir 20 Versuche mit Lysin angesetzt, 4 mit 
Leberbrei, 8 mit Leberschnitten, 1 mit Nierenbrei und 7 mit 
Nierenschnitten. In samtlichen bestand kein Unterschied im 
Sauerstofiverbrauch zwischen Haupt- und Leerversuchen. Diese 
Hexonbase hat also keinen EinfluB auf die Atmung der Breie 
und Schnitte. Das p,, wurde zwischen 6,9 und 9,2 gewechselt. 
Die Gasvolumina der folgenden Tabellen sind bereits auf Normal- 
bedingungen reduziert. In der Ubersicht der Tab. 1 haben wir 
einige charakteristische Versuche mit Lysin ausgewahlt. 

1(+)-Glutaminsaure. Wir benutzten ein Priparat von Hoffmann- 
La Roche. Eine 5°/,ige Lésung desselben in 5°/, Salzsiure hatte eine 
spezifische Drehung von [a]j?* = + 31,85°. 

Zunichst lieBen wir Leberschnitte auf die Glutaminsiure 
‘einwirken. Das p, lag um 7 herum. Die angegebenen Mengen 
der Aminoséure waren in 2ccm gelést; dazu kamen 3ccm Salz- 
Pufferldsung, in das AbsorptionsgeféB fiir Kohlensiure 1 ccm 
n-KOH. Zur Konservierung diente Thymol, manchmal auch Toluol. 

——= Durch diesen Zusatz, vor allem aber durch méglichst aseptisches 
‘Arbeiten konnte das Wachstum der Bakterien bis zu 12 Stunden 
lang verhindert werden. Wenn trotzdem aber die Bakterien sich 
vermehrt hatten, was hin und wieder vorkam, so gab sich das 
an dem Verlauf der Atmungskurve zu erkennen; sie steigt plétz- 
lich steil an. Solche Versuche wurden ausgeschlossen. 


Tabelle 2 


EinfluB von 1(+)-Glutaminsiure auf den Sauerstoffverbrauch 
von Leberschnitten 
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| Glutaminsiiure O,-Verbrauch | Trockensubstanz 
PH Dauer ener 
mg cmm d. Schnitte in mg 
0 1597 12,9 
0 2012 10,9 
0 . , 1926 13,3 
6,90 8"10 é 
10 2067 10,8 
10 1705 13,3 
10 1685 12,3 
= 0 2280 30,6 
cht 7.04 gh 2680 28,6 
itt 10 ‘ : 1999 32,2 
10 2519 29,2 
0 555 9,5 
0 m " 506 11,1 
7,10 5 
5; ‘ 637 9,9 
a) 529 8,5 
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Auch in dieser Reihe bestehen zwischen Haupt- und Lee. 
versuch keine nennenswerten Unterschiede. Wir verfiigen noch 
iiber sechs weitere Haupt- und Leerversuche zwischen Py ii 
und 8,0, welche genau das gleiche ergeben haben. 

Bei den Versuchen mit Nierenschnitten trat nun ein deut. 
licher Unterschied zwischen Haupt- und Leerversuch auf. Wi 
geben daher in den folgenden Tabellen nicht mehr die absolute, 
Werte fir den Sauerstoffverbrauch, sondern gleich die Differen, 
zwischen Haupt- und Leerversuch, jede Zahl ist ein Mittel ay 
zwei, meist drei Parallelbestimmungen. Die Ansitze sind genay 
so durchgefiihrt worden wie in den vorausgegangenen Versuchen, 


Tabelle 3 


Einflu8 der 1(+)-Glutaminsiure auf den Sauerstoffverbrauch 
und die Kohlensiurebildung von Nierenschnitten 



































PPI ‘i __ 0,-Verbrauch CO,-Bildung — 
PH auer l 

mg emm | Mol emm Mol 
ee! ae SOL: ee 

2,5 7,04 | 10%15’ 776 | «2,02 609,9 | 1,61 

2,5 7,04 | 10° 762 | 2,00 755 | 1,99 

5,0 7,04 | 11 1528 | 2,04 | 1456 | 1,9 

5,0 7,04 | 9 1252 1,66 1658 | 2,19 

10,0 7,04 | 10" 2744 1,81 2777 1,91 





In den drei letzten Versuchen haben wir auch noch das 























Ammoniak bestimmt und die Ketosiure titriert. Wir benutzten 
dazu die friiher beschriebenen Methoden). 
Tabelle 4 
Glutaminsiure | _ ape ncaotiies Bee acs iii ¥ chediiare 
mg mg °/, des Méglichen 
5,0 0,119 | 20,6 0 
5,0 0,181 31,3 0 
10,0 0,323 27,9 — 








Es sei noch darauf hingewiesen, daB sowohl mit 2,5, als 


auch mit 5 und 10 mg sowohl hinsichtlich des Sauerstoffverbrauchs 
als auch der Kohlendioxydbildung der Endwert von rund 2 Mol 
erreicht wird. Wir haben auch einige Versuche mit nur 1 mg 
Glutaminsaure ausgefiihrt, aber nicht in die Tabelle aufgenommen, 
weil die Ausschlige nur wenig auferhalb der Fehlergrenze liegen. 
Hier ist die Oxydation bereits in 5—-7 Stunden beendet gewesen. 
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Leer. Zur Kontrolle haben wir in zwei Doppelversuchen erst die 
noch Mmiibliche Anzahl Schnitte (230 qmm Oberfliche) 5 bzw. 7 Stunden 
D,, 7 [emang einwirken lassen, die Schnitte herausgenommen und durch 





meue ersetzt. Das p,, lag wieder bei 7,04. 


























































deut. 
Wir Tabelle 5 
lutey i ao 
erenz ate O,-Verbrauch 
ye Glutaminsiure Dauer Differenz 
rena mg Stunden cmm a conn ag “Mol 
chen, 0. 5 487 
509 
602 
5 1071 
1130 
—— neue Schnitte 
g 0 7 1627 
aes 1860 , : 
fol 1917 2,5 
= 5 3742 
61 , 3560 
99 
3 Tabelle 6 
91 eer : — _ ee 
' Glutamin- D Trocken- O,-Verbrauch 
das Je «Sure ean substanz ___ Differenz r 
zten ee )2= og Stunden mg cmm cmm | Mol 
4 10,2 606 
10,4 587 | 
© 0 9 neue Schnitte 
6 10,5 493 
10,5 470 
. 11,4 985 p= 
10,9 1030 294 
a neue Schnitte 
: 9,1 (1192 Bakterien!) 5-. _— 
6 11,9 Oe: cea) iy ae 
als 
chs Zur Kontrolle, ob «-Ketoglutarsaure beim Abbau der Glutamin- 
Mol Resiure gebildet wird, haben wir in einer Versuchsreihe m/1000-Arsen- 
mg fe trioxyd zugesetzt. Sowohl im Haupt- wie im Leerversuch wurde 
nen, Me bedeutend weniger Sauerstoff verzehrt; aber auch hier lieB sich 
yen. [keine Ketosiiure nachweisen. Haupt- und Leerversuch verbrauchten 
. BesleichmaBig viel n/200-Jodlésung. 
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Tabelle 7 
Abbau von 1(+)-Glutaminsiure durch Nierenschnitte 
unter Zusatz von Arsentrioxyd. 
Gesamtkonzentration von Arsentrioxyd = m/1000 

















Glutaminsiure Dauer O,-Verbrauch 
mg Stunden emm 
0 7 185 
5 7 291 
0 7 105 
5 7 267 
0) 7 105 
5 ri 291 








Um festzustellen, ob das zweite Mol Kohlendioxyd aus de 
Oxydation der Glutaminsiure oder aus einer durch Wasserstof 
superoxyd herbei gefiihrten sekundiren Oxydation entstamnt, 
haben wir die Nierenschnitte zunichst auf Katalase gepriift 
214 qmm Nierenschnitte zerstérten 20 mg Wasserstoffsuperoxyi 
innerhalb von 30 Minuten vollstindig. Es ist also geniigen( 
Katalase vorhanden, um die kleine Menge Wasserstoffsuperoxyd, 
welche allenfalls bei unseren Versuchen entstanden sein kénnte, 
sofort zu zersetzen. 

Ferner haben wir die Nihrifliissigkeit der Versuche nach 
Ansauern durch Schwefelsiure mit 0,5°/, Titanylsulfat gepriift 
aber stets eine positive Reaktion vermiBt. 

In einer weiteren Reihe (2 Haupt- und 2 Leerversuche| 
setzten wir Cerohydroxyd zu, um eventuell gebildetes Wasserstofi- 
superoxyd auszuschalten 1"). In jedes ReaktionsgeféB kamen 3 ccm 
folgender Mischung: 10 ccm einer Lésung von 0,7125 g Cerosuliat 
[Ce,(SO,),-8H,O] in 50 ccm Salzpufferlésung, 7 ccm einer Lésuns 
von 0,91357 g Borax in 50 ccm Salzpufferlésung und 3 ccm Sal:- 
pufferlésung. Das p, der Mischung lag bei 7. Zu zweien der 
ReaktionsgefaBe gaben wir noch nach dem Temperaturausgleicl 
5 mg 1(+)-Glutaminsaéure. Die beiden Hauptversuche verbrauchten 
im Mittel 1739 cmm Sauerstoff mehr als die beiden Leerversuche, 
das sind 2,23 Mol pro Mol Glutaminsiure. Die Differenz in der 





Kohlendioxydproduktion betrug 1585 cmm, was 2,1 Mol entspricht. § 
Mit andern Worten: in Gegenwart von Cerosulfat verliuft die 
Oxydation der Glutaminsaure in gleicher Weise wie ohne dies¢s 
Salz. Zur Veranschaulichung sei noch der zeitliche Verlauf des 
Sauerstoffverbrauchs dieser Versuche graphisch wiedergegebe? 
(Fig. 2). 





D 









Die Wirkung von Leber- und Nierenschnitten auf 1(+)-Lysin usw. 133 


























1(+)-Asparaginsdure. Das benutzte Hoffmann-La Roche-Priparat 
kchmolz bei 274° (unkorr.). Eine 4°/,ige Liésung besaB in Gegenwart von 


> Mol Salzsiiure eine spezifische Drehung von [a] = + 25,25° 

. Leberschnitte greifen Asparaginsiure etwas besser an als 
‘Glutaminsiure, wie das nachfolgende Beispiel zeigt. Es la8t sich 
eine Differenz zwischen Haupt- und Leerversuch ermitteln, aber sie 
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Fig. 2 
nach # Verlauf des Sauerstoffverbrauchs von 5 mg 1(+)-Glutaminsiure beim Abbau 
3 ft durch Nierenschnitte in Gegenwart von Cerohydroxyd. 
priif 


| list auBerordentlich klein und entspricht nur 0,1 Mol pro Mol 
uche| Hi) Aminosiiure. 
Tabelle 8 


























stot IE 
con | EinfluB von 1(+)-Asparaginsiure auf den Sauerstoffverbrauch 
" von Leberschnitten 
SONAL TI essinsisisismiinibibiaitat 2 SA et OP a ee Fone 
SUNS Asparaginsiure Dauer O,-Verbrauch 
Sali. & Pu 
mg Stunden cmm Mol 
. der 
leich & 10 7,10 8 166 0,1 
hten 5 7,10 5 104 0,1 
ee | Besser wirken die Nierenschnitte. Die Zahlen in Tab. 8 
‘ “ sind wieder Mittelwerte aus je zwei Haupt- und Leerversuchen. 
iz ) Es wird 1 Mol Sauerstoff verbraucht und 1 Mol Kohlendioxyd 
dogs  gebildet pro Mol Asparaginsaure. 
ee | Die Ammoniakbildung hielt sich in den gleichen Grenzen wie 
me # bei der Glutaminsiure. Beim ersten Ansatz wurde von den 
e 


| beiden Hauptversuchen im Mittel 0,175 mg und beim zweiten 
| 0,196 mg NH, mehr gebildet als in den zugehérigen Leer- 
| 
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versuchen; das sind 27,4 bzw. 30,7°/, einer vollstindigen De. 


aminierung. 
Tabelle 9 
Einflu8 der 1(-+-)-Asparaginsiure auf den Sauerstoffverbrauch 
und die Kohlendioxydbildung von Nierenschnitten 





























Asparagin- Dauer O.-Verbrauch — CO,-Bildung 
siure PH lecithin DIS MI tcsbaa atoms 
mg Stunden emm | Mol cmm | Mol 
5 7,04 10 m0 || Ope 94° 09 
5 7,07 12 763 0,9 
Zusammenfassung 


1(-+)-Lysin wird weder vom Leber- noch vom Nierengewebe 
der Ratte abgebaut. 

1(+-)-Glutaminsaure wird kaum, 1(-+)-Asparaginséure nur sebr 
wenig von Leberbrei und -schnitten angegriffen. 

Nierenschnitte bauen 1(+-)-Glutaminsiure und 1(+-)-Asparagin- 
siure leicht ab. Auf 1 Mol Glutaminsiure werden 2 Mol Sauer 
stoff verbraucht und 2 Mol Kohlendioxyd gebildet, auf 1 Mol 
Asparaginsiure kommen 1 Mol Sauerstoff und 1 Mol Kohlendioxyd. 

Von beiden Aminodicarbonsiuren wird nur ein Drittel der 
bei vollstiindiger Desaminierung zu erwartenden Menge Ammoniak 
frei. Die entsprechenden Ketonsiiuren haben sich nicht titrieren 
lassen. 
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Aminosaurenabbau und SerumeiweiBbkérper. IV 
1(—)- und d(+)-Histidin 
Von 
K. Dirr und E. Bader*) 


(Aus der II. Medizinischen Universititsklinik Miinchen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Miirz 1940) 


' Unsere letzten Arbeiten erbrachten den Nachweis, daB bei 
Belastung mit natiirlichen Aminosiuren der Gehalt an diesen bei 
Sden SerumeiweiBkérpern stark ansteigt und erst allmihlich wieder 
zur Norm abfallt. Wahrend beim 1(+)-Arginin dieser Abfall 
PyerhiltnismaBig wieder rasch erfolgt, ist dies beim 1(—)-Tyrosin 
riel langsamer der Fall. Wir sprachen die Vermutung aus, daB 
dieser Weg des Aminosiurenabbaus iiber einen vorhergehenden 
Einbau in das SerumeiweiB eine allgemeine Erscheinung fiir die 
natiirlichen Aminosaéuren darstelle, bezweifelten dies aber, wenig- 
stens in diesem MaB, fiir die unnatiirlichen. 

Die Beschaffung gréBerer Mengen der optischen Antipoden 
der natiirlichen Aminoséuren sté8t auf groBe Schwierigkeiten, so 
daB es uns bei den erwahnten Aminosiuren nicht médglich war, 
eine Versuchsreihe mit Gegeniiberstellung von d- und 1-Form 
jurchzufiihren. Dies gelang uns wenigstens jetzt beim Histidin, 
das die Firma Hoffmann-La Roche sowohl als d-, als auch 
mals 1-Histidin lieferte. 

Im Jahre 1922 fanden Kotake und Konishi nach Fiitterungs- und 
Jnjektionsversuchen von 1-Histidin beim Hund, daB eine kleinere Menge 
Urokaninsiiure = Imidazolakrylsiure ausgeschieden wurde und deren Bildung 
))o die Gewebe, vermutlich die Leber, verlegt werden miisse. Neber fand 
bei Zusatz von nichtnatiirlichem Histidin zu iiberlebenden Nierenschnitten 
Peinen geringen Abbau und schlieBt daraus, da8 auch nichtnatiirliches Histidin 
m Organismus Abbau erleiden kann. Konishi stellte weiterhin fest, da8 
bei Einfiihrung von d,1-Histidin in den Hundeorganismus ein Drittel Uro- 
kaninsiure gegeniiber den Versuchen mit 1-Histidin ausgeschieden wird, 
ihrend bei Verabreichung von d-Histidin keine Urokaninsiiure beobachtet 


werden konnte. Im Harn konnte in keinem Fall unveriindertes Histidin 
wiedergefunden werden. Engeland injizierte einer Katze Histidin subkutan 


*) Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
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und ebenso einem Kaninchen, wobei er fand, daB beim Fleischfresser 4, 
Histidin besser abgebaut wird als beim Pflanzenfresser. Die eingehendste, 
Untersuchungen iiber den Histidinabbau verdanken wir Edlbacher, }, 
konnte zeigen, da in der Leber eine fermentative Spaltung des Histidin, 
stattfindet, die nicht wie beim Arginin zur Harnstoffbildung, sondern y 
starker Ammoniakbildung fiihrt. Er nannte dieses Ferment Histidase, |, 
einer weiteren Mitteilung zeigte Edlbacher, daB beim Abbau des Histidiy 
der Imidazolring geéffnet und aufer Ammoniak auch Glutaminsiure yj 
héchst wahrscheinlich Ameisensiure entstehen. In spiteren Arbeiten konnt 
er erhiirten, daB die Aufspaltung eine hydrolytische am Imidazolkern wy 
und daB sie in der Leber und, im Gegensatz zu anderen Aminosiiurey, 
nicht in der Niere erfolgt. Edlbacher und Neber sahen wiederum, daf 
d-Histidin nicht gespalten wird, dagegen d,1 nur zur Hiilfte. Bei der Fiulnis 
von Histidin hat Ackermann 6-Imidazolithylamin = Histamin und Inmi¢. 
azolylpropionsiure erhalten. 


Wir injizierten Kaninchen und Menschen 1—3 g Histidin 
sowohl d- als auch 1-Form. Es ergab sich, da8 in der Tat deut. 
liche Unterschiede im Gehalt der Serumeiwei8kérper und in 
SerumeiweiBfiltrat an Histidin auftragen. Auch die Angabe 
Engelands konnte bestitigt werden, wonach beim Pflanzen 
fresser der Abbau viel langsamer erfolge als beim Fleischfresser, 
In allen Fallen ist der Anstieg nach Injektion von 1-Histidin bei 
den SerumeiweiBkérpern ein gréBerer als nach Injektion de 
d-Form. Umgekehrt steigen die Histidinwerte im Serumeiweib. 
filtrat nach Zufuhr von d-Histidin stirker an als von 1-Histidin 
Gleichwohl waren wir iiber das AusmaB der Unterschiede doch 
etwas enttéuscht; denn wir hitten sie viel gréBer erwartet 
Dariiber konnten uns auch die Befunde von Conrad und Bers 
nicht ganz hinwegtiuschen, die fanden, daB d-Histidin im Orgs 
nismus in ]-Histidin umgewandelt werden kann. Und wenn auch 
Jackson und Block beim d-Methionin dieselbe Beobachtun 
machten, so miBte man zur Erklarung unserer Befunde immerhit 
annehmen, daB die Umwandlung sehr schnell stattfindet. Wi 
dachten zuerst an eine Beimischung von Racemkérpern bein 
d-Histidin. Aber die Untersuchung der Praparate ergab, dab ¢ 
sich um ganz reines d- und |-Histidin handelte. Die Urinaus 
scheidung haben wir nicht verfolgt. 


Beim Kaninchen, bei dem als Pflanzenfresser der Abbau vid 
langsamer erfolgt, ist der Unterschied ja, besonders bei de 
stirkeren Belastung mit 2 g, recht deutlich. Aber beim Mensche 
als vorwiegendem Fleischfresser sahen wir bei geringer Belastuns 
(1 g) praktisch fast gar keinen Unterschied zwischen d- uw 
l-Histidin, weder beim Histidingehalt im SerumeiweiB noch 
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SerumeiweiBfiltrat. Bei Injektion von gréBeren Mengen (3 g) 
erkennt man nur bei dem Hinstundenwert den deutlichen Anstieg 
im SerumeiweiB beim 1-Histidin gegeniiber etwa gleichbleibenden 
Werten bei der d-Form, wihrend alle anderen Zahlen diese auf- 
fallenden Unterschiede vermissen lassen. Wir miissen unsere 
Ergebnisse bei anderen d-Aminosiuren abwarten, die zur Zeit 
leider nicht zu beziehen sind, sondern deren Herstellung wir erst 
selbst in die Hand nehmen miissen. Wir erwarten, daB sich hier 
bei manchen Aminosdéuren dann gréBere Unterschiede ergeben 
werden, da es offenbar auch von der Art der Aminosaure, deren 
Lebenswichtigkeit usw. ankommt. 


Versuchsteil 


Zur Histidinbestimmung wihlten wir die Farbreaktion mit Diazo- 
benzolsulfosiure von Pauly, die von Jorpes fiir das Stufenphotometer 
ausgearbeitet wurde. Zunichst stellten wir uns eine Eichkurve in der Ver- 
diimnung 0,05—0,0025 mg Histidin in 1 cem her. Die Diazolésung wurde 
nach Hanke und Koessler hergestellt. Zu 1 cm Histidinlésung kamen 
2cem Diazolésung, das ganze lieBen wir 2 Stunden stehen und gaben nun 
5eem einer 1,1 °/,igen Lésung von wasserfreier Soda hinzu. Nach 5—6 
Minuten wurde bei einer Schichtdicke von 1 cm und Filter S 50 gegen 
destilliertes Wasser photometriert. 

Fir die Bestimmung im Serum nahmen wir etwa 2 ccm Serum 
und fillten das Eiwei8 durch Eintropfenlassen in 4 ccm 96 °/,igen Alkohol 
unter Umriihren, zentrifugierten und wuschen den Niederschlag noch zweimal 
durch Verriihren mit 6 ccm einer Waschfliissigkeit aus, die aus einem Teil 
Wasser und 2 Teilen 96°/,igem Alkohol bestand. Die Filtrate wurden 
vereinigt, klar filtriert und auf 50 ccm mit Wasser aufgefiillt. Das aus- 
gefillte EiweiB wurde 8—10 Stunden mit 8 ccm 25 °/,iger Salzsiiure hydro- 
lysiert, mit Tierkohle entfirbt und filtriert, mit Natronlauge bis zur eben 
noch sauren Reaktion versetzt und auf 100 ccm mit Wasser aufgefiillt. 
Durch Kjeldahlbestimmung wurde die hydrolysierte Eiwei8menge mit 2 mal 
je 5eem ermittelt. Nunmehr wurde zu soviel Kubikzentimeter, als un- 
gefiihr 50 mg EiweiB entsprachen, 0,3 cem 36 °/,ige Salzsiure und 0,5 ccm 
einer 50 °/,igen wiBrigen Phosphorwolframsiurelésung zugegeben und die 
Hexonbasen gefillt. Das Ganze kam ohne zu filtrieren auf das kochende 
Wasserbad bis zur vélligen Lésung des Niederschlags und dann zur Wieder- 
ausfillung 48 Stunden in den Eisschrank. Nunmehr wurde bei 0° abgesaugt 
und mit einer eisgekiihlten 2,5 °/,igen Phosphorwolframsiure, gelést in 
3,9 °/,iger Salzsiiure, vorsichtig ausgewaschen. SchlieBlich wurde der 
Niederschlag in 3 normaler Natronlauge gelést, mit 10°/,iger Essigsiure 
ganz schwach angesiiuert, auf 100 ccm mit Wasser aufgefiillt und wie bei 
der Eichkurve weiter verfahren. Auf gleiche Weise fiihrten wir die Be- 
stimmung beim EiweiBfiltrat durch. 

Die Injektion von Histidin erfolgte in physiologischer Kochsalz- 
lésung. Bei allen Versuchen wurde bis zum Ende des Versuches bei 
Niichternheit belassen. 
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Tabelle I 
Kaninchenversuche 
Belastung mit 
| 1 g |-Histidin 1g d-Histidin 
Zeit °/, Histidin |mg-°/, Histidin|°/, Histidin | mg-°/, Histidiy 
im Serum-;|° im EiweiB- |im Serum-| im Eiweif. 
eiweiB |  filtrat eiweiB filtrat 
Niichtern ..... 094 | 17 0,96 | 15 fich 
Sofort nach Injektion 1,3 | 60 1,1 90 jn 
rs a i. 1,5 42 1,5 | 70 gh 
gh : 2,0 25 15 | 41 r 
4" ’ ” 2,2 25 1,3 20 qh 
24" = 1,0 15 0,9 13 
Belastung mit 
2 g 1-Histidin 2g d-Histidin 
Zeit °/, Histidin | mg-°/, Histidin }°/, Histidin | mg-°/, ] Histidix 
im Serum- | im EiweiB- Jim Serum-| im Eiweif- 
eiweiB filtrat eiweiB filtrat 
Niichten ..... 0,9 15 0,95 | 16 icht 
Sofort nach Injektion 1,0 125 ie fs ae iy 
Y , ‘ 1,9 60 i-e a 
ei ¢ 2,8 35 20 | 1650 “3 
5, ¥ 2.0 20 i | 80 , 
a » 2,9 22 1,1 | 25 
ow is i 2,0 | 13 1,0 15 ] 
Nimmt man rund 150 ccm Serum = 10,5 g Serumeiweif bei pehen 
einem 3 kg schweren Kaninchen an, so hatte bei einer Zugabe sti 
von 1000 mg Histidin der héchst mégliche Anstieg im Serum [R"°* 
666 mg-°/, betragen miissen, wenn kein Histidin an das Serun- ig 
eiweiB gegangen wire. In Wirklichkeit betrug die héchste Zn- he F 
nahme 55 mg-°/,, Bei der stirkeren Belastung mit 2000 mg sind Funal 
diese Werte etwas héher. Wire nun beim ersten Versuch alles wing 


Histidin an das SerumeiweiB gegangen, so hitte der héchst mig- 
liche Anstieg 9,5°/, gegeniiber dem tatsichlichen von 1,3 °/, be 
tragen. Rechnet man beide Betrige an zugenommenem Histidin 


able: 
Wirkl 


zusammen, so ergibt sich, daB der gréBte Teil des Histidins selbst I 
bei sofortiger Blutentnahme nach der Injektion nicht mebr in d 
Serum auffindbar ist. Wahrscheinlich wurde es in der Leber obiger 
deponiert und verfallt dann entweder dem Aufbau oder der Aus- d-Hist 
scheidung oder dem Einbau in das SerumeiweiB und nach dem ~— 
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Einbau weiterer Umwandlung. 


Hop 



































Aminosiurenabbau und Serumeiweibkérper. [V 


Tabelle II 


Selbstversuche 


Belastung mit 
































— —— 3 a 
1 g 1-Histidin 1 g d-Histidin 
stidin Zeit °/, Histidin | mg-°/, Histidin }°/, Histidin | mg-°/, Histidin 
eiB- im Serum-; im EiweiB- |im Serum-!| im Eiweib- 
t . eiweib | filtrat eiweib | filtrat 
BNiichtern ...- - 146 | 13 145 | 15 
1" nach Injektion 1,6 15 1,5 20 
ae ’ 1,5 13 1,5 15 
{> 1,45 12 1,4 16 
oe ‘ 1,4 12 1,4 10 
Belastung mit 
ine 3 g ]-Histidin 3 g d-Histidin 
stidin Zeit °/o Histidin ing-°/, Histidin °/o Histidin| mg-°/, Histidin 
ei8 im Serum-! im Eiwei8- |im Serum-| im Eiweib- 
% : eiweiB | filtrat eiweib | filtrat 
‘iichtern . or 1,52 | 17 1,48 15 
1’ nach Injektion 2.6 2 1,54 30 
, aa 4 1,54 16 1,46 25 
ae ‘ 1,44 17 1,4 23 
gh : 1,45 15 1,3 20 





















Die Verhiltnisse, wie sie beim Kaninchen gefunden wurden, 
sehen wir ihnlich auch beim Menschen. Nehmen wir rund 3000 ccm 
Serum mit einem HiweiBgehalt von rund 200 g an, so liBt eine 
ugabe von 1000 mg Histidin einen Anstieg um 33 mg-°/, im 
Serum erwarten, wenn nichts in die EKiweiBkérper eingebaut wurde. 


rum: es 
7. a fanden aber nur einen Mehrwert von 5 mg-°/,. Wiirde alles 
sind een Aen SerumeiweiBkérpern angenommen werden, so miiBte eine 


Zunahme von 0,5°/, gegeniiber 0,14°/, in Wirklichkeit erfolgt 
sein. Bei einer Belastung mit 3g liegen die entsprechenden 
ahlen folgendermaBen: Theoretisch 100 mg-°/, und 1,5°/,, in 
Wirklichkeit 20 mg-°/, und 1,08 °/,. 

In allen Versuchen hatten wir bei Belastung mit 1-Histidin 
ei den Serumeiweibkérpern eine Zunahme erwartet, die den 
aber Mebigen theoretisch errechneten Zahlen am niichsten kam, mit 
Aus (ec-Histidin jedoch im SerumeiweiBfiltrat Zahlen, die obiger Theorie 
dew [eet2he steht. Eines glauben wir aus den Versuchen noch herauslesen 

zu kinnen, daB namlich eine bloBe Annahme einer Adsorption 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 264 10 
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an die Serumeiweibkérper unwahrscheinlich ist, da nicht ej. 
zusehen ist, warum 1-Histidin stirker als d-Histidin adsorbiey 
werden soll. 


Zusammenfassung 


1. Bei intravenéser Belastung mit Histidin beim Mensche 
und Kaninchen steigt der Histidingehalt im Serumeiweif nach 
]-Histidin stirker an als nach d-Histidin, wahrend es beim Serun. 


eiweibfiltrat umgekehrt ist. 


2. Der Einbau in das SerumeiweiB erfolgt also entwede 
bei der d-Form schwerer als bei der l-Form, oder es wird da 
d-Histidin verhaltnism’Big rasch zum Teil in das |-Histidin ver. 
wandelt, oder die d-Form rascher ausgeschieden. 


3. Der Abbau des Histidins erfolgt bei Herbivoren viel lang. 
samer als bei Omnivoren. 
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Vitamin E in Sarkomen 
Von 


Beth von Euler und Hans von Euler 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Marz 1940) 


Nachdem die Konstitutionsaufklirung des «-Tokopherols 


)(Fernholtz; Karrer) durch die von Karrer und Mitarbeiter’) 
‘durchgefihrte Synthese des d,l-a-Tokopherols aus Trimethyl- 
ihydrochinon und Phytylbromid ihren Abschlu8 gefunden hat und 


in reinem Zustand zur Verfiigung steht’), tritt die Frage nach 
der biochemischen Rolle und nach dem durch das E-Vitamin 
direkt beeinfluBten chemischen Vorgang in den Vordergrund. 
Unter den chemischen Eigenschaften des Tokopherols macht 
sich besonders seine auferordentlich starke Reduktionskraft 


‘geltend, auf welche sowohl Karrer und Keller’) als Emmerie 
' und Engel‘) ihre chemischen Bestimmungsmethoden fir Vitamin E 


griinden °). 
Die Vermutung liegt nahe, daB das Tokopherol eine oxydo- 


»reduktive Funktion im Tierkérper ausiibt, und zwar wird man 
' — wegen der Lésungseigenschaften des Tokopherols — Lipoide 
als Substrate der oxydativen Spaltung in Betracht ziehen. 


Ausgehend von Erfahrungen an anderen Vitaminen, von denen 


' die Mehrzahl als Bestandteile von Co-Enzymen erkannt worden 
' sind, kann man fragen, ob nicht auch Vitamin E im Tierkérper 





') Karrer und Mitarbeiter, Helvet. chim. Acta 21, 309, 520 (1938). 

*) Die drei Dimethyl-Tokopherole sind im Rattenversuch ebenfalls, und 
zwar mit 10 mg wirksam. Karrer u. Fritsche, Helvet. chim. Acta 21, 
1234 (1938). 

5) Karrer u. Keller, Helvet. chim. Acta 21, 1161 (1938). 

‘) Emmerie u. Engel, Rec. trav. Chim. Pays-Bas 57, 1351 (1938). 

*) Eine weitere chemische Methode (Oxydation mit Salpetersiure) ist 
neuerdings von Furter u. Meyer [Helvet. chim. Acta 22, 240 (1939)] an- 
gegeben worden, dieselbe erfaBt auch die biologisch unwirksamen Oxydations- 
produkte (Chinon). — Die spektrophotometrische Absorptionsmethode von 


| Drummond (Absorption bei 294 my) 1i8t sich nur schwer fiir kleine Toko- 
| pherolmengen verwenden. 


10* 
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— 


nach einer zuerst eintretenden Umwandlung (Veresterung, Phos. 
phorylierung) seine biochemische Wirksamkeit als Co-Enzyy 
ausiibt, etwa einer Lipase oder Cholesterase. In dieser Hinsich; 
scheint es von besonderem Interesse festzustellen, wieviel von den 
gesamten Tokopherol in den einzelnen Organen in freier For 
und wieviel als Ester vorliegt. Letzterer ist bekanntlich biologisc) 
wirksam. 

Vitamin E ist bekanntlich in den meisten tierischen Organen 
vorhanden, aber — mit Ausnahme von Placenta und Hypophysen- 
vorderlappen — in sehr geringen Mengen. Die charakteristischen 
Symptome der E-Avitaminose sind nach Evans bei minnlichy 
Tieren Degeneration der Spermien, bei weiblichen Tieren eine 
wihrend oder nach der ersten Graviditit auftretende intrauterine 
Resorption der Féten und der Placenta. Bemerkenswert ist der 
von Verzar und Barrie®) betonte KinfluB des Vitamins E auf dic 
Hypophyse. Selbst haben wir besonders die von Copping und 
Korenchevsky studierte Wirkung des Vitamin E-Mangels au 
das Kérper- und Organgewicht in Betracht gezogen. Die Zu- 
sammenwirkung zwischen den Vitaminen E und A beim Wachs- 
tum ist Gegenstand einer Untersuchung in diesem Institut. 

AnliBlich dieser Untersuchung und unserer Studien iiber die 
Wirkstoffe des raschen Wachstums sind wir der Frage niher 
getreten, ob E-Vitamin auch in Tumoren, speziell Sarkomen, in 
erheblichen Mengen auftritt. 


Versuehe 


Die aus den Sarkomen gewonnenen Extrakte haben wir mit 
Lésungen von reinem d,l-a-T'okopherol verglichen, welches wir 
Herrn Prof. Dr. P. Karrer verdanken. Sowohl jede Tokopherd- 
Standardlésung, wie jeder Tokopherol-haltige Extrakt wurde nach 
Kmmerie und Engel mit einer 0,2°/,igen FeCl,-Lésung und 
einer 0,5°/,igen alkoholischen Lisung von a’,e-Dipyridyl ver- 
mischt und nach einer gewissen Zeit die entstehende Farbung 
im Stufenphotometer mit einer T’okopherol-freien Kontroll-Lésung 
von Dipyridyl und FeCl, verglichen. Wegen der bis jetzt in der 
Literatur vorliegenden analytischen Widerspriiche geben wir im 
folgenden unser Verfahren an. 

Das in der Latapiemiihle fein gemahlene Sarkom wurde mit 
Benzol und wasserfreiem Natriumsulfat verrieben und blieb damit 





*) Barrie, Lancet 233, 251 (1937). 
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ynter Schiitteln etwa 12 Stunden in Beriihrung. Aus der hierauf 
abgesogenen Benzollésung wird nun auf dem Wasserbad, schlief- 
‘ich im Vakuum, unter Stickstoffatmosphire, das Benzol abdestilliert. 
Weiterhin wurde bei den verschiedenen Versuchen verschieden 


verfahren. 


Versuch 1. Jensen-Sarkom. Verwendet wurden 7,95 g Sarkom. 
Der Destillationsriickstand des Extraktes wurde in absolutem Alkohol ge- 
list, mit je 1 cem FeCl,- und Dipyridyl-Lésung versetzt und bis 25 ccm er- 
vinzt. Die dabei auftretende rote Farbe wurde im Stufenphotometer be- 
stimmt, Die Durchlissigkeit D in Prozent des einfallenden Lichtes wurde 
direkt abgelesen unter Benutzung von Farbenfilter S50 und einer 1 em-Kiivette, 
wobei eine Tokopherol-freie, gleichzeitig hergestellte Losung als Vergleich 


D = 48,8°/,; —logD = 0,312. 


Fiir eine ebenso hergestellte Reaktionslésung, die 0,2484 mg reines 


}dj-a-Tokopherol enthilt, ist die Durchlissigkeit D = 47,85°/,, also 


— log D = 0,321. 

Da die Konzentrationen der lichtabsorbierenden Stoffe proportional 
dem negativen Logarithmus der Durchlissigkeit sind, so erhilt man die 
Konzentration der zu untersuchenden Lésung zu 
ee = 0,241 mg. 

Der in Alkohol unlésliche Teil des Destillationsriickstandes wurde 
in 5eem Benzol gelést und mit FeCl,-Lésung und Dipyridyllésung versetzt 
und mit Alkohol auf 25 cem aufgefiillt. Eine Triibung macht es unméglich, 
D im Stufenphotometer zu bestimmen. 

Durch direkten Vergleich wurde der Tokopherolgehalt zu 50°/, von 


ec = 0,312 x 


'demjenigen des alkoholléslichen Teils bestimmt, was rund 0,12 mg Toko- 
| pherol ausmacht. 


In 7,95 g frischer Sarkomsubstanz ist somit 0,36 mg Toko- 


| pherol enthalten, somit 


4,5 mg Tokopherol per 100g Jensen-Sarkom. 
Versuch 2. Jensen-Sarkom. Angewandter Sarkombrei 10,5 g. 


» Benzolextraktion des Breies wie oben. Die Reaktionsmischung hatte folgende 
| Zusammensetzung : 


3eem = */; des gesamten Benzol-Extraktes + 5,5 cem absolutem Alkohol 


_ +2cecm Benzol + 1 eem Dipyridyl-Liésung + 1 cem FeCl,-Lisung = 12,5 cem. 


Die Tokopherol-freie Vergleichslésung enthielt Alkohol und 


| Benzol im selben Verhiltnis wie die Extraktlésung. 


Die nach 60 Minuten im Stufenphotometer vorgenommene 


 Ablesung ergab 


3,2 mg Tokopherol per 100 g Sarkom. 
Auf Grund eines Substanzverlustes wird die Genauigkeit des 
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Versuch 3. Jensen-Sarkom. Angewandter Sarkombrei 6,5 g. Trock. 
nung und Benzolextraktion wie oben. Bei diesem Versuch wurde der Riick. 
stand in einem Gemisch von 50°/, Benzol und 50°/, absolutem Alkohg| 
aufgenommen. Von der so erhalienen Liésung wurden °/,, zur Reaktion iy 
25 eem verwendet. 


Die eingetretene Farbung wurde im Stufenphotometer nach 
drei verschiedenen Zeiten abgelesen, nimlich nach 35 Minute, 
2 Stunden und 4 Stunden. Die 3 Ablesungen ergaben: 4,1 mg 
4,6 mg und 5,0 mg Tokopherol per 100 g. 


Nach Emmerie und Enge! soll die Reaktion in alkoholische 
Lésung vor sich gehen, aber ein Benzolzusatz bis 20°), soll die 
Farbe nicht verindern. Wir haben bis zu 50°/, Benzol in der 
Lésung verwendet und dann stets das zum Vergleich dienende 
Tokopherol im gleichen Lésungsmittel beobachtet. 


Versuch 4. Brown-Pierce-Sarkom. Das Kaninchen, welchen 
das Sarkom entnommen wurde, enthielt eine sehr groBe Menge 
von Metastasen. Die zum folgenden Versuch angewandten Sarkon. 
mengen waren nicht frei von Nekrosen. 


Angewandter Sarkombrei 82,4 g. ‘Trocknen und Extraktion wie oben. 
Gesamtextrakt in 25 cem Benzol gelést (Extrakt A). Nachdem 3 cem nit 
FeCl,-Lésung und Dipyridyl-Lésung versetzt und mit Benzol statt absoluten 
Alkohol bis 25 cem aufgefiillt, keine meBbare Firbung ergeben hatte, wurden 
7 cem des Extraktes A abdestilliert und in absolutem Alkohol gelést. In 
Kolben blieb eine élige Flissigkeit zuriick, die sich mit Alkohol nicht mischte. 
Die Lésung wurde durch Filtration klar und wurde mit 1 ccm FeCl,- und 
1 ecem Dipyridyl-Lésung versetzt und bis 25 cem mit absolutem Alkohol auf: 
gefiillt. Es trat nun eine sehr starke Rotfirbung auf, wobei sich die Lésung 
ein wenig triibte. Nach schneller Filtration wurde im Verhiiltnis 1:2 ver. 
diinnt und die Ablesung im Stufenphotometer vorgenommen. 


Aus der Bestimmung von D ergaben sich 4,4 mg Tokopherol 
in 100 g Sarkom. 

Wir sind mit der Prifung beschiaftigt, ob die oben erwahnten 
Verschiedenheiten der Reaktion in Benzol- und Alkohol-Lésung 
sowie die langsame Einstellung der Farbintensitat, in 50 °/,iger 
Benzollésung auf der Spaltung eines Tokopherolesters beruhen. 

Die im Kolben zuriickgebliebene, in Alkohol unlésliche Sub- 
stanz wurde in Benzol aufgelést und ergab mit FeCl, und Dipyridy! 
mit Benzol zu 25 ccm aufgefiillt eine erkennbare, aber nicht 
meBbare Rosafarbung. 

Durch die Methode von Emmerie und Engel werden at- 
wesende Carotinoide mitbestimmt. Es ist also notwendig, sich 
itiber den Gehalt des Materiales an Carotinoiden Aufklarung 2U 
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verschaffen. Wir haben deswegen sowohl am Jensen-Sarkom 


yie am Brown-Pierce-Sarkom Carotinoidbestimmung mit SbCl, 


Inach der Methode von Carr-Price vorgenommen und haben 


uns davon iiberzeugt, daB meBbare Mengen von Carotinoiden in 
diesen Sarkomen nicht vorhanden sind. Die zur Carotinoid- 
bestimmung verwendeten Reaktionslésungen entsprachen 1 g 
Jensen-Sarkom bzw.6 g Brown-Pierce-Sarkom. Diese Extrakte 
lieferten mit 2 ccm der Antimontrichloridlésung keine Blaufarbung. 

Da wir wegen der langsamen Kinstellung der Farbe in Ver- 
such 3 die Gegenwart von Tokopherolestern in Betracht zogen, 
haben wir mit der gleichen Methodik wie Tokopherol auch Toko- 
pherolacetat untersucht, welches wir ebenfalls Herrn Prof. Dr. 


| >. Karrer verdanken. Die Versuche wurden genau so durch- 
gefihrt, wie mit Tokopherol; sogar in 10mal héherer Konzentration 


ergab Tokopherolacetat, wie nach den Angaben von Karrer und 
Mitarb.*) erwartet, nur eine schwache Rosafiarbung, die nicht 
meBbar war und innerhalb 12 Stunden nicht zunahm. 


Ergebnis 


Jensen-Sarkom enthilt im Mittel 5 mg Tokopherol in 100 g 
Sarkom, in Brown-Pierce-Sarkom fanden wir angenihert die 
gleiche Menge, 4,4 mg/100 g Gewebe. Der Tokopherol-Gehalt der 
beiden Sarkome iibertrifft den Gehalt der meisten anderen 


| tierischen Organe. Er ist um so bemerkenswerter, als in diesen 
| Sarkomen die ebenfalls fettléslichen Carotinoide nicht gefunden 
; wurden. 





‘) Isler, Helvet. chim. Acta 21, 1756 (1938); Demole, Isler, 


' Ringier, Salomon u. Karrer, Helvet. chim. Acta 22, 65 (1939). 
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Uber die Atmung tierischer Gewebe nach dem Einfrierey 
in flissiger Luft 
Von 
Feodor Lynen 


Mit 7 Figuren im Text 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayrischen Akademie der Wissenschaften 
zu Miinchen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Mirz 1940) 


Wie in einer friiheren Arbeit') gezeigt werden konnte, ver. 
liert Hefe beim Einfrieren in fliissiger Luft ihre Atmungs- uni 
Garfahigkeit nahezu vollstindig. Durch die starke Abkihlung 
gefriert der Zellsaft und zerreiBt dabei die Zellmembran, so daf 
unter den Bedingungen der Stoffwechselmessung*) die lésliche: 
Bestandteile der Hefezelle sehr stark verdiinnt werden. Da ein 
Teil dieser Substanzen, wie z. B. Mg’, Phosphat oder die beiden 
Codehydrasen aber integrierende Bestandteile des Atmungs- und 
Girungssystems der Hefezelle darstellen, kénnen diese Systeme 
nicht mehr arbeiten. 

Diese Untersuchung wurde nunmehr auch auf tierische Ge- 
webe ausgedehnt. Wie die Figuren zeigen, wird auch bei ihnen 
durch die Behandlung mit fliissiger Luft die Atmung sehr stark 
geschadigt (Kurven I und Ia). Es war zu erwarten, daB diese 
Schadigung der normalen Atmung, ebenso wie bei der Hefe, s0 
auch bei den tierischen Geweben durch das ZerreiBen des Zell- 
gefiiges und durch die, als Folge davon, bei der manometrischen 
Messung eintretenden Verdiinnung der lislichen Bestandteile dieses 
Atmungssystems bedingt ist, so da8 andrerseits bei einem anderen 
Atmungssystem, das keinerlei lésliche Komponente mit einschliett, 
durch die Behandlung mit flissiger Luft auch keine Schadigung 
eintritt. Kin derartiges System der Zelle liegt in jenem Enzyn- 
komplex vor, welcher die Dehydrierung der Bernsteinsiure 2 
Fumarsiure mit dem Sauerstoft der Luft als Wasserstoffacceptor 


') F. Lynen, Liebigs Ann. 539, 1 (1939). 
*) Bei der Messung von Atmung und Giirung, die manometrisch 1 
Barcroft-Warburg-GefaBen ausgefiihrt wurde, kam die Hefe in verdiinnter 
wiibriger Suspension, bei Gegenwart der entsprechenden Substrate, zur An- 


wendung. 
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katalysiert. Dieses Atmungssystem, das aus Succinodehydrase, 
den Cytochromen a, b und c, Cytochromoxydase’) und anscheinend 
* noch einem weiteren Faktor*), der zwischen Succinodehydrase und 
| Cytochrom (vgl. Schema!) eingeschaltet ist, besteht, baut sich nur 
faus Gliedern auf, die an die Struktur der Zelle gebunden sind. 
" Losliche, cofermentartige Komponenten kommen darin nicht vor. 


eren 


Faktor 


| 
(,-Cytochromoxydase—Cytochrom--Succinat = Fumarat 
(a, b, e) 





1 - - 
| Suecinodehydrase 
Schematische Darstellung des bernsteinsiuredehydrierenden Atmungssystems 





Die Ergebnisse der Atmungsversuche mit Bernsteinsiure bei 
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iL verschiedenen Geweben der Ratte, vor und nach der Behandlung mit 
- ul e re e . ° ° 
lune flissiger Luft, sind in den Figuren dargestellt (Kurven II und [Ta). 
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Zu Gesamtvolumen: 2cem; Gas: O,; T= 38° 
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*) E. Stotz u. A. B. Hastings, J. of Biol. Chem. 118, 479 (1937); 
E.Stotz, A. E. Sidwell u. T. R. Hogness, J. of Biol. Chem. 124, 733 
(1938); H. v. Euler u. H. Hellstrém, Diese Z. 260, 163 (1939); V. R. Potter 
. E. E. Lockhart, Nature (Brit.) 148, 942 (1939). 

') F.G. Hopkins, C. Lutwak-Mann u. E.J.Morgan, Nature (Brit.) 
145, 556 (1939); K. G. Stern u. J. L. Melnick, Nature (Brit.) 144, 330 (1939). 
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Die zu den Versuchen verwendeten Gewebe wurden gleich nach dey 
Schlachten dem Versuchstier entnommen, auf Eis gelegt und dann weite, 
verarbeitet. Die Lunge wurde in der Latapie-Miihle ohne Reibeplatt 
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Fig. 3. Rattenniere 
100 mg Gewebe. II, IIa: m/33-Succinat, 


sonst wie Fig. 1 
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Fig. 5. Rattenlunge 


300 mg Gewebe, sonst wie Fig. 1 


zerkleinert, bei Hoden kamen die von ihren Hiillen befreiten Hodenschlauckt 
zur Verwendung und bei den iibrigen Geweben wurden in der iiblichen 
Weise sehr diinne Schnitte mit dem Rasiermesser hergestellt. Kin Teil de 











500 |- 
I 
LO, 
BS. —FS. 

8 400 Iv 
ea 4 
& Bs La 
& 300 / 
S z 
Ss j 
\S 
tg 
200 — 
€ 
§ y 

700 i z. 

-* a a nas 
ill 
oe ! 
Stunden 7 2 


Fig. 4. Rattenhoden 
400 mg Gewebe, 
sonst wie Fig. 1 
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Fig. 6. Rattenmilz 
150 mg Gewebe, sonst wie Fig. ! 
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so vorbereiteten Gewebe wurde sofort zu den Atmungsversuchen verwendet, BB (1936 ': 
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L dem 
Weiter 
platte 


der Rest wurde zunichst in flissige Luft eingetragen, nach mindestens 
3stindigem Aufbewahren bei der tiefen Temperatur wieder aufgetaut und 
Herst jetzt zu den Atmungsversuchen verwendet. Die Sauerstoffaufnahme wurde 
nanometrisch in Barcroft-Warburg-GefiBen gemessen. Als Suspensions- 
flissigkeit kam Krebssche Ringer-m/60-Phosphatlésung*) vom py = 7,4 in 
Anwendung. Im Einsatz befand sich Filtrierpapier und Lauge zur CO,- 
Absorption. Das Substrat befand sich im Kipper und wurde erst nach dem 
SchlieBen der Manometerhiihne zugekippt. Alle Versuche sind mehrmals mit 
© demselben Ergebnis wiederholt worden. 


Wie ein Vergleich der Kurven I und II zeigt, steigert Bern- 
steinsiure die Sauerstoffaufnahme bei allen untersuchten Gewebs- 
Parten auBer bei Milz. Diese Atmungssteigerung macht bei Herz 
#350°/,, bei Leber und Niere 70—80°/, und bei Hoden, Lunge 
eund Jensen-Sarkom etwa 40—50°/, der Leeratmung aus. 
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Fig. 7. Jensen-Sarkom der Ratte 
100 mg Gewebe. II, Ila: m/33-Succinat, sonst wie Fig. 1 


i 


Kurven II und IIa, zum Vergleich der Atmung mit Bernstein- 
esiure bei frischem und bei mit fliissiger Luft vorbehandeltem 
Gewebe. Wie die Figuren zeigen, besteht zu Beginn der Versuche 
thei Niere, Leber und Herz keinerlei Unterschiede in der Ge- 
»schwindigkeit der Sauerstoffaufnahme, ob frisches Gewebe oder 
kiltevorbehandeltes Gewebe zur Untersuchung gelangte. Dies be- 
hweist eindeutig, daB die oben gemachten Annahmen richtig sind, 
daB die Kaltevorbehandlung nur das Zellgefiige zerstért und dab 
das bernsteinsiureoxydierende Enzymsystem daher durch das Ein- 
frieren in flissiger Luft in keiner Weise geschidigt wird. Die 
Dehydrierung der Bernsteinsiiure durch das gefrorene Gewebe 


' Doch nun zu dem hier mehr interessierenden Vergleich der 













 F. J. Stare u. C. A. Baumann, Proe. roy. Soe. Biol. 121, 344 
endet, HB (1936/37) ; 
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fihrt aber nur bis zur Fumarsiure, wie aus dem rapiden Abjjj 
der Atmungsintensitat nach Aufnahme der zu dieser Dehyédric. 
rung benétigten Sauerstoffmenge ersichtlich ist. Die Dehydrierun, 
der Fumarsiure, bzw. der daraus unter Mitwirkung von Fumaray 
entstehenden Apfelsiiure benétigt ein lésliches Co-Ferment, ¢j 
Codehydrase I5) und kann daher in den Ansitzen mit gefrorene 
Geweben aus den bereits besprochenen Griinden nicht stattfindep, 

Anders liegen die Verhiltnisse bei Hoden, Lunge, Milz uni 
Jensen-Sarkom. Besonders bei den drei letzten Geweben gehi 
die Atmung in Gegenwart von Bernsteinsiure mit dem kite. 
vorbehandelten Gewebsmaterial sehr viel langsamer vor sich ak 
mit dem frischen. Dies ist jedoch nicht auf eine Schiidigun; 
des bernsteinsiureoxydierenden Systems durch das Einfrieren jy 


fliissiger Luft zuriickzufiihren, sondern darauf, daB in diesen Ge.| 


weben eine oder mehrere Komponenten dieses Systems nur in 
sehr geringer Konzentration vorhanden sind®*§), Bei Hoden, 
Lunge, Milz und Jensen-Sarkom wird die Atmung des frischen 
Gewebes (Kurven II) nur zu einem Teil durch die Dehydrierun 
von Bernsteinsiure zu Fumarsiiure gedeckt, der Rest ist auf die 
Tatigkeit anderer Dehydrierungssysteme zuriickzufiihren. Dies 
Enzymsysteme werden aber durch EHinfrieren in fliissiger Luf 
zerstért, so daB bei den kaltevorbehandelten Geweben (Kurven II 
der auf ihre Tatigkeit entfallende Anteil an der Atmung in Fortfall 
kommt und nur mehr der Sauerstoffverbrauch durch das bernstein- 
siureoxydierende System in Erscheinung tritt. Auf diese Weis 
ist es zu erkliren, daB bei Hoden, Lunge, Milz und Jensen- 
Sarkom von Anfang an die Sauerstoffzehrung des frischen Ge. 
webes mit Bernsteinsdure gréBer ist als die des kiltevorbehandelta 
Gewebes. 

Welche Komponente des Systems im einzelnen Fall die Ge- 
schwindigkeit begrenzt, ist noch nicht vollstindig geklirt. Nacl 
Breusch’) ist bei Lunge, Milz und Jensen-Sarkom eine Unter: 
funktion der Cytochromoxydase fiir die schwache Dehydrieruw: 
von Bernsteinsiiure verantwortlich zu machen, wihrend aus det 
Arbeit von Elliot und Greig®) hervorgeht, daB in allen Gewebet 


die Cytochromoxydase in groBem UberschuB zugegen ist, dill 


*’) D. E. Green, Biochemie. J. 30, 2095 (1936). 

*) K. A. C. Elliot u. M. E. Greig, Biochemie. J. 32, 1407 (1938). 

’) F. L. Breusch, Biochem. Z. 295, 101 u. 125; 297, 24 (1938). 

5) H. Holmes, Biochemie. J. 20, 812 (1926); H. v. Euler u. H.: Hell: 
strém, Diese Z. 255, 159 (1938). 
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nei Lunge und Milz der Gehalt an Cytochromc die Atmungs- 
seschwindigkeit mit Bernsteinsiiure begrenzt, beim Jensen- 


Karkom aber die Succinodehydrase selbst den limitierenden Faktor 
Aiarstellt. 


Elliot und Greig arbeiteten mit verdiinnten ,,homogenisierten“ Ge- 
vebssuspensionen®), bei denen ebenso wie bei dem mit fliissiger Luft behan- 
elten Gewebsmaterial nur mehr das bernsteinsiiuredehydrierende Atmungs- 
system intakt ist. Die amerikanischen Autoren konnten durch Zugeben von 
einem Cytochrom ¢ die AtmungsgréBe der Lunge verdoppeln, die der Milz 
nogar auf das 10—-40fache erhéhen. Beim Jensen-Sarkom hatte Cyto- 
hhrom ¢ keinen EinfluB. 


Es sei in diesem Zusammenhang darauf hingewiesen, dab, 


bwie die Figuren zeigen, Lunge, Milz und Jensen-Sarkom nach 


lem Einfrieren in fliissiger Luft mit Bernsteinsiure zwar nur 
mehr schwach atmen, dab aber diese Gewebe vor der Kilte- 
behandlung eine betrichtliche Sauerstoffaufnahme zeigen. Wenn 
laher die Atmung des mit fliissiger Luft behandelten Gewebes 
durch seinen Cytochrom- bzw. Cytochromoxydasegehalt begrenzt 
ird, dann kann auch in dem frischen Gewebe nur dieser Teil 
ler Gesamtatmung iiber Cytochrom—Cytochromoxydase laufen und 
ler Rest, d.h. die Differenz aus den AtmungsgréBen mit Bern- 
steinsiiure von Frischgewebe einerseits (Kurve IJ) und von kilte- 
yorbehandeltem Gewebe andrerseits (Kurve Ila), die bei Jensen- 
sarkom, Milz und Lunge 60—70°/, der Atmung des frischen 


Gewebes ausmacht, muB iiber andere Enzyme gehen. 


Die Theorie der Gewebsatmung von A. v. Szent-Gyérgyi”), 
nach welcher die C,-Dicarbonsiuren Wasserstoffiibertriiger der 


Welle darstellen, hat zum Inhalt, da® der gesamte enzymatisch 


uktivierte Wasserstoff aus den Nahrungsstoffen der Zelle (in erster 


Zinie Kohlehydrate) nicht direkt auf das Cytochrom iibertragen 


vird, sondern zunichst auf Fumarsiure, die in der Zelle in 
peringer Menge zugegen ist und die dabei zu Bernsteinsiure 


Hydriert wird. Die entstandene Bernsteinsiure gibt dann an der 


Succinodehydrase zwei Wasserstoffatome ab, die nunmehr unter der 
litwirkung des terminalen Atmungssystems mit dem Sauerstoff 
ler Luft zusammengebracht werden. Dabei geht die Bernstein- 
siure in Fumarsiure iiber, die von neuem Wasserstoff aufnehmen 


‘ann, usw. Diese Theorie hat, wie leicht einzusehen ist, zur Vor- 


’) V.R. Potter u. C. A. Elvehjem, J. of Biol. Chem. 144, 495 (1936). 
") A. vy. Szent-Gyérgyi, Studies on Biological Oxidation and Some 


of its Catalysts (Budapest-Leipzig 1937). 
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aussetzung, daB das bernsteinsiureoxydierende Enzymsystem eine 
Gewebes mindestens ebensoviel Sauerstoff umsetzen kann, wie be 
der normalen Atmung, d.h. bei der Atmung ohne extra zugesetzt, 
Substrate von demselben Gewebe verbraucht wird. Dies bedeutet, 
daB die Atmung des Gewebes nach der Behandlung mit fliissige; 
Luft, bei Gegenwart von Bernsteinsiure (Kurven Ila) mindesten; 
ebenso groB sein muB als die normale Atmung desselben Gewebe; 
vor dem Einfrieren (Kurven I). Wie aus den Figuren hervorgeht, 
ist diese Voraussetzung bei Herz, Niere und Leber erfiillt. Hode, 
unterscheidet sich von den drei ersten Gewebsarten dadurch, daj 
die Atmung des kialtevorbehandelten Gewebes mit Bernsteinsiiure 
zwar ebenso groB ist als die Leeratmung des unbehandelten Ge. 
webes, aber kleiner als dessen Atmung mit Bernsteinsiure. Be 
Lunge, Milz und Jensen-Sarkom hingegen ist diese Forderun 
bei weitem nicht erfillt. Es folgt daraus, daB die Szent. 
Gydérgyische Theorie fiir diese Gewebe nicht zutreffen kann, was 
fiir das Jensen-Sarkom in Untersuchungen aus dem A. v.Szent: 
Gy érgyischen Arbeitskreis‘"") schon friither festgestellt worden ist, 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft miéchte ich 
fiir die Gewahrung eines Stipendiums auch an dieser Stelle meinen 
besten Dank aussprechen. 





1) A.v. Szent-Gyoérgyi u. I. Banga, Diese Z. 244, 130 (1936). 
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lreie Kost setzte sich aus folgenden Bestandteilen zusammen: 


Die experimentelle Avitaminose A beim Menschen 
Von 
Karl-Heinz Wagner 
Mit 9 Figuren im Text und auf Tafel IIT 


(Aus dem Veterinir-Physiologischen Institut der Universitat Leipzig) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Miirz 1940) 


Die Avitaminose A beim Menschen 
Die Erzeugung von Vitamin A-Mangelschiden ist am Menschen 
experimentell noch nicht durchgefiihrt worden. Alle Beobachtungen, 
dieam Menschen gemacht und mit Mangel bzw. Fehlen des Vitamin A 
in Zusammenhang gebracht wurden, erfolgten erst nach Manifestie- 
rung eines gewissen Symptomenkomplexes und man schrieb, retro- 


Espektiv betrachtet, das Syndrom einer Avitaminose zu. Dabei 


handelte es sich zunachst um vollentwickelte Krankheitsbilder, 


| deren Friihsymptome wegen der Unkenntnis des charakteristischen 
| Erscheinungsbildes iibersehen wurden. Das ganze pathologische Ge- 


schehen konnte deshalb nicht erfaBt, bzw. nicht beeinfluBt werden. 
Die Bedeutung des Vitamin A in der Vitaminforschung, wie 


i sie sich aus dem Tierexperiment ergibt, lieB es reizvoll erscheinen, 
‘das Fehlen des Vitamin A in der menschlichen Kost bei 
) sonst vollig normalen, gesunden Menschen zu studieren, um 
hier evtl. Mangelerscheinungen oder klinische Krankheits- 
| bilder zu erfassen. 


Diese Untersuchungen konnten nur an Versuchspersonen an- 


i gestellt werden, die sich freiwillig einer Vitamin A-freien Er- 
/nihrung unterwerfen wollten. Voraussetzung war, daB weder die 
_Versuchspersonen von sich aus noch dritte irgendwelche Nahrungs- 
bestandteile der Kost zufiigen konnten. Nur wenn diese villige 


Isolierung der Versuchspersonen gewihrleistet war, konnte mit 


* cinem positiven Ergebnis des Versuchs gerechnet werden. 


Im Auftrag von Herrn Prof. Scheunert wurden an 10 Per- 
sonen, die sich freiwillig dem Versuch zur Verfiigung stellten, 
diese Kostversuche durchgefihrt. 

Zur Durchfiihrung des Versuchs gingen wir so vor, da wir 
die Versuchspersonen Vitamin A-frei ernahrten. Die Vitamin A- 
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Nahrungsmittel ohne, bzw. mit geringer Vitamin A-Wirkung* 


Karl-Heinz Wagner, 


Tabelle 1 


Der Gehalt an 6-Carotin wurde bestimmt und in y fiir 100 g angegebey 


Schweinefleisch.... — EMO wis see a Maggisuppen . . 
Rindfleisch ...... — Kartoffeln ... Ee : 
Fleischbriihe ..... — Kohlrabi .... Griupchen ... 
NL cates es x a 4 — Blumenkohl . . Weizengrief. . . 
Schweinefett ..... — Sauerkraut... Oa 
Rindstalg .... 100—190 weiBe Bohnen . — Haferflocken 
Hammeltalg... 50-— 70 OS eee 100 Makkaroni... . 
Knackwurst... 13— 17 gelbe Erbsen. . 110 Nudeln...... 
Knoblauchwurst 80 SeMOe os ase — Dg a, 


Blutwurst .... 50—150 
Mettwurst .... 135—144 
saure Flecke ..... ~ 


Magerquark 
Magermilch 
Magerkiise ... 


Hering, marin. . 


Tabelle 2 








Erkrankung 














Als Kind: Masern, Scharlach, 1920 Grippe, 1936 


Friher Mandelentziindung, Grippe, 1930 Lungen- 
entziindung links. 


Keine besondere Erkrankung. 

Als Kind: Scharlach und Masern, 1921 Grippe, sonst 
nie ernstlich krank gewesen. 

Nie ernstlich krank gewesen. 

Als Kind: Diphtherie, 1930 Malaria und Ruhr. 


Keine besondere Erkrankung, SchuBverletzung am 
rechten Unterarm. 

Als Kind: Masern und Scharlach, im Jahre 1925 
Lungenentziindung beiderseits. Sonst keine wei 
teren Erkrankungen. 

Als Kind: Masern und Scharlach, wiihrend des Krieges 
im Jahre 1915 in RuBland ausgepriigte Hemeralopie. 
im Jahre 1916 an Ruhr erkrankt. Hemeralopie 2 
Beginn des Versuches nicht nachweisbar. 


Als Kind: Masern und Scharlach, sonst keine Er 


Name Alter 
Be. H. 231/, 
Cystitis. 
Bu. FE. 45 
Ha. G. 231/, 
Ju. F. 35 
Ill. H. 281/, 
Ma. E. 25 
Mie. J. 331/, 
Schw. E. 39 
Schr. K. 57 
Re. J 45 
krankung. 











*) Im folgenden werden nur die analytisch ermittelten oder die al- 
gewogen verabreichten (-Carotinmengen gewichtsmaBig in y ausgedriickt. 
Wenn es sich um die MaBangaben fiir die Vitamin A-Wirkung handelt, 
wird diese in internationalen Einheiten Vitamin A (L.E.) angegeben. Bei 
etwa sich notwendig machenden Umrechnungen wird die Wirkung vor 
0,6 y reinem 6-Carotin = 1 LE. gesetzt. Wir halten es nicht fiir eindeutig 
die Vitamin A-Wirkung gewichtsmiBig in y (als f-Carotin) auszudriicken, 
weil 0,6 y 6-Carotin, wenn sie in einem Lebensmittel chemisch-analytisc! 








Abe: 





ermitte] 
Vitamin 
Ausfiih: 


eine en 


Hopr 








ine" 


ben 


Onst 


Die experimentelle Avitaminose A beim Menschen 155 


Die Versuche begannen am 12, Oktober 1938. Wie aus den 
heigefiigten Protokollen Nr.2 zu ersehen ist, war eine Erkrankung 
der Versuchspersonen nicht nachweisbar. Sie befanden sich in 
gutem Ern&éhrungs- und Kraftezustand. Die Versuchspersonen 
vgl. Tab. 3) wurden mit einer calorienreichen Kost ernahrt, die 
izwischen 8000 und 5000 pro Tag schwankte. Diese Kost war 
besonders fettreich und so in ihrem Eiweibbestand zusammen- 
gesetzt, daB irgendwelche KiweiSschiden nicht eintreten konnten. 


Tabelle 3 
Kostzettel fiir die Woche vom 5B. bis mit 11. Mirz 1939 







































































Tageszeit Sonntag 5. | Montag 6. Dienstag 7. | Mittwoch 8. 
30 g Margarine 30 g Fett [80g Margarine} 30 g Fett 
Friihstiick je 250 g Brot, */, 1 Kaffee mit Magermilch 
Kartoffel Haferflocken Linsen, Saure 
Mittags oo € mus, | mit Zucker und | sauer u. siB | Kartoffeln 
A Pmee wane Zimt mit Speck | mit Flecke 
100 g Siilze mit Masai 100 g Quark, | Griiupchen- 
Abends Essig u. Ol, ‘a P®% | 350 g Brot, suppe, 
250 g Brot, Kaffee 50g: Brot Kaffee 250 g Brot 
| Tageszeit Donnerstag 9. Freitag 10. | Sonnabend 11. 
30 g Margarine 30 g Fett | 30 g Margarine 
| Frihstiick je 250 g Brot, '/, 1 Kaffee mit Magermilch 
Kartoffeln, Kartoffeln, Nudel 
Mittags gelbe Erbsen, Seefisch, R ss ty h 
Schweinefleisch Senftunke mnciiteine 
50 g Mettwurst, Macci 1 Stangenkise, 
Abends 15 g Margarine, pete ae P*, 15 g Margarine, 
350 ¢ Brot, Kaffee —- 350 g Brot, Kaffee 














ermittelt worden sind, keineswegs die biologiseche Wirkung von 1 LE. 
Vitamin A zu haben brauchen. Es spielt, wie auch im Verlauf unserer 
Ausfiihrungen gezeigt werden wird, nimlich die Ausniitzung des 6-Carotin 
eine entscheidende Rolle. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 264 ll 
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Diese Kost wurde absichtlich gewihlt, um Gewichtsabfall ay, 
calorischen Miangeln zu verhiiten, ja um Gewichtszunahmen x, 
erzielen. Letzteres war auch aus psychologischen Griinden fi; 
den Versuchsverlauf wertvoll. Tab. 3 ist ein Beispiel fiir die Koy 
einer Woche’). 

Bei der Bedeutung der bekannten Vitamine B, und C fir 
die Ernahrung und die Leistungsfihigkeit des gesamten Organis. 
mus war es notwendig, daB gerade hier, wo der Ausfall des Vitamin 
festgestellt werden sollte, die anderen Vitamine in geniigender 
Menge vorhanden waren. Es soll hier nicht auf den Bedarf des 
Menschen an diesen Vitaminen eingegangen werden, es soll auch 
mit den Zahlen in keiner Weise eine tatsichliche Bedarfsdeckung, 
sei sie minimal oder gerade geniigend, ausgedriickt werden. 


Das Vitamin B, ist nach Untersuchungen von Scheunert | 


dann geniigend in der Kost vorhanden, wenn die Kost reichlich 
Kartoffeln und Schwarzbrot enthilt. Nach Untersuchung vo 
Scheunert und Mitarbeitern enthalten 100 g Kartoffeln mindestens 
60 I.E., so daB also bei taglicher Gabe von 500 g auch noch die 
Anzahl von 300 LE. erreicht wird. Das Vollkornbrot enthilt 
ebenfalls noch reichliche Mengen von Vitamin B,, 100 g enthalten 
80—100 LE., so daB bei dieser Kostzusammensetzung das VitaminB, 
reichlich vorhanden ist. Der Vitamin B,-Bedarf wird im Minimum 
mit 300 LE. angesetzt und ist durch diese in der Kost reichlich 
vorhandenen Nahrungsmittel gedeckt. Zu bemerken ist, da noch 
andere Kosttriger auch Vitamin B, enthalten (vgl. Tab. 4). 

Die Tagesmenge des Vitamin © fiir den Menschen ist noch 
nicht genau festgestellt. Rietschel vertrat auf der Tagung der 
deutschen Ges. fiir Hygiene 1938 die Meinung, da8 der Mensch viel 
weniger Vitamin C bendtige, als bisher angenommen worden sei, da 
es die Rolle eines Katalysators spiele. Er gibt die Tagesmenge an 
Vitamin C mit héchstens 20 mg an. Auch hat er in neuerer Zeit 
nachgewiesen, daB eine Vitamin C-freie Ernahrung, die 100 Tage 
und noch linger durchgefihrt wird, iiberhaupt keinen EKinflub au 
die Gesundheit des Menschen ausiibt. Schréder dagegen forderte 





*) Infolge der Ausschaltung aller carotinhaltigen Gemiise war eine 
geschmackliche Einténigkeit der Kost unvermeidlich. Dem wurde durch 
Kinsetzen entsprechender Maggi-Priiparate entgegengearbeitet, deren vor 
treffliche Eignung zu diesem Zwecke von Trembur auf Grund vol 
Weltkriegserfahrungen hervorgehoben worden ist. Der Maggi-Gesellschaj! 
sprechen wir fiir die Uberlassung der benétigten Erzeugnisse unseren ver- 
bindlichsten Dank aus, 
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sine Tagesgabe von 50 mg Vitamin C. Kramer teilt auf Grund 
‘nteressanter Ergebnisse mit, daB seine Versuchspersonen bei einer 
Gabe von 18—20 mg taglich schon erste Anzeichen von Skorbut 
aufwiesen. Kramer schlieBt sich der Meinung Schréders an. 


Tabelle 4 


Vitamin B,-Gehalt der in der Kost enthaltenen Nahrungsmittel 
nach A. Scheunert und K. H. Wagner 








rane 














: Intern. , Intern. 
Angaben in 100 g Einheiten || ADg2ben in 100 g |p: heiten 

Fett (vom Rind, Schwein, Hammel) 0 Magerkiise. . . . 

ee See a 0 Md sas | 25 
Margarine... . +--+ eee 0 Makkaroni... . 25 
Schweinefleisch ....... 100 Haferflocken. . . 300 
eee ee 40 SS a 0 
EE ie ate near as ae 60 Bohnen, wei’ . . 100 
ES ra a a Fag Ciel gt 25 ES ene 100 
NE gk wg Wve ha es 25 PG Ef og: 4 100 








Das Vitamin C ist nach Untersuchungen von Scheunert und 
Mitarbeitern besonders reichlich in der Kartoffel enthalten. Aller- 
dings ist zu beriicksichtigen, daB Obst, Gemiise und Kartoffeln 
durch die Kochzubereitung groBe Mengen des Vitamin C einbiiBen. 
So kann die Kartoffel, die im frischen Material bis zu 32 mg/100g 
Ascorbinsiure enthalt, durch den KochprozeB gréSere Vitamin C- 
Verluste erleiden. 

Unsere Versuchspersonen ernahrten sich beziiglich des Vitamin C 


Pnur durch die Kartoffel. Wenn wir nach Scheunert annehmen, 


daB in der Kartoffel in gedimpftem Zustand in 100 g noch 
i—10 mg Ascorbinsaiure enthalten sind, so folgt, daB bei 500 g 
50 mg Ascorbinséure im Optimum und 35 mg im Minimum er- 
reicht wurden. Bei dieser immerhin schwankenden Bedarfsdeckung 
durch die Kartoffel entschlossen wir uns, beziiglich des Vitamin C 


iden Versuchspersonen eine tigliche Zulage von 25 mg Ascorbin- 


siure zu geben. 

Im Tierversuch fiihrt das Fehlen des Vitamin A zumeist zu 
einem Gewichtsstillstand. Bei dem gebriuchlichsten Versuchstiere, 
der Ratte, ist mit den manifesten Erscheinungen einer Keratomalacie 
auch Gewichtsstillstand bzw. Gewichtsabnahme verbunden. 
Diese prignante Tatsache wird also auch in entsprechender Ver- 
suchsanordnung beim Menschen als Frihsymptom zu erwarten 
sein, und zwar auch dann, wenn, wie es im vorliegendem Versuch 
11* 


































158 Karl-Heinz Wawuee, 
der Fall war, die Kost sehr reichlich war und den Tagesbeda; 
mehr als geniigend deckte. 

Die nachstehende Fig. 1 zeigt Wachstums-Kurven von Rattey 


die véllig Vitamin A-frei ernihrt wurden, und die auf dies 


Vitamin A-Armut der Nahrung mit einem Gewichtsstillstand yy; 
spiter mit einer Gewichtsabnahme geantwortet haben. 

In der Tat tritt im Verlauf des Versuchs das gleiche ay 
was man auch im Tierversuch beobachtet. Am Anfang nehme 
die Tiere bei der Vitamin A-freien Kost regelmaBig zu; genat 
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so verhielten sich die Versuchspersonen. Allerdings ist zu be- 
denken, daB die Gewichtszunahmen der Ratten mit dem Wachstum 
zusammenhingen, wahrend in unserem Fall die Gewichtszunahmen 
in der calorienreichen Kost ihre Ursache fanden. Die Zunahme 
ist aus den Gewichtskurven der Versuchspersonen ersichtlich. Die 
Tab. 5 enthilt die Gewichte der einzelnen Versuchspersonen. Am 
1. Februar, d. h. nach 109 Tagen der Vitamin A-freien Ernahrung, 
ist bei allen Versuchspersonen eine Gewichtszunahme festzustellen. 

Bei 3 Versuchspersonen wurde das Maximalgewicht bereits 
am 1.1.39 erreicht. Als Erklirung fiir das Verhalten der Ge- 
wichtskurven méchten wir anfiihren, daB zunichst in den Organel 
das Vitamin A in der Leber und im Fettgewebe noch geniigend 
gespeichert war. Da, wie man wohl mit Recht annehmen kant, 
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Tabelle 5 
Gewichtskurven der 10 Versuchspersonen wahrend der 
Ratten 188 Vitamin A-freien Tage 

Gew.- 
12. 10.} 1.11.) 1.12.) 1.1.]1.2.] 1.3.) 1.4.]1%. 4.) Abnahme 

in kg 

fa, 26 Jahre. | 67 | 67,5| 68 |69 170 | 68,5| 68 | 67 | + 0 
IL... s « | 62 | 67,5) 68,5|72,5)74 | 69 | 66 | 625] — 4,5 

ee : 7 7% | 77 |79 12 | 77 75 =| 69 - 6 

ae oy ot 56 55,5 | 57,5)58 [59 | 57 51 49 —- 2 
bs. | 6 «68 «| 70:«| 72 «(| 71,5) 68,5| 64,5| 685] — 2,5 
Buu... + - | 67,5 | 68,5/ 70 | 715/69 | 66 | 65,5] 64 — 3,5 

‘hw. . - +. | 62,5159 | 61 |62 [64 | 60 | 58,5] 57,57 — 5 

egy Sees 77 77,5; 738 | 7851979 | 77 72,5] 69 — § 
H... | WH OE 75 CO} 75,5 | 76,51 77,5) 76,5) 71,5) 6957 — 5,5 

R....-. | 6 | 65 | 67,5;70 |69,5] 65,5] 65 | 62 — 8 





























lie einzelnen Versuchspersonen iiber verschieden grofe Vitamin A- 
lepots verfiigen, miissen sich die ersten Vitamin A-Mangel- 
symptome zu verschiedenen Zeiten einstellen. Nach 188 Tagen, 
am 17, April, ist bei 9, Versuchspersonen eine Gewichtsabnahme, 
erglichen mit dem Anfangsgewicht, eingetreten. Die Gewichts- 
abnahmen schwanken von 2,5—8kg. Die durchschnittliche Ge- 
wichtsabnahme betrigt 4,4 kg. Nur 1 Versuchsperson Ma. wies 
keine Gewichtsabnahme auf. Es ergibt sich einwandfrei, daf 
der KEntzug des Vitamin A zum Gewichtsabfall gefiihrt hat (Fig. 2) 
Zweifellos miissen wir also dem Vitamin A-Gehalt der Nah- 
rung bei der Beurteilung der Gewichtskurve eine gréBere Rolle 
muschreiben, als bisher angenommen wurde. Die Tatsachen, 
die wir aus dem Tierexperiment gewinnen, lassen sich demnach 
dhne Bedenken auf den menschlichen Organismus iibertragen. 
Das Vitamin A ist auf das engste mit dem Gewichtszuwachs 
verbunden. 

Das Vitamin A ist ja schon immer mit den Erscheinungen 
des Sehens in Beziehung gebracht worden, ebenso wie die typischen 
Vitamin A-Mangelerscheinungen am Tier. 


Die Hemeralopie wurde bereits in den hippokratischen Schriften und 
fener bei alten chinesischen Autoren mit Mangelernihrung in engen Zu- 
sammenhang gebracht, besonders weil ein Teil der ,,Nyktalopen‘: durch 
Gaben von Leber und Fischen ,,normalsichtig‘ wurde. Die Herabsetzung 
des Lichtsinnes ist erst von dem Zeitpunkt an meB8bar, wo verfeinerte 
Apparate die Lichtintensitit variieren kénnen. Hierdurch gelingt es, Aus- 
fallserscheinungen des Lichtsinnes zu erfassen. Zur Messung des Licht- 
‘ines sind heute eine Reihe von Apparaturen verschiedenster Konstruktion 
in Gebrauch, die aber alle dem gleichen optischen Prinzip zugeordnet sind. 












































160 Karl-Heinz Wagner, 


Wir benutzten das Nagelsche Adaptometer, das als Lichtquely 

3 Osrambirnen verwendet. Das Licht wird durch drei durchlécherte Metall. 
platten von jeder auf 7/,, so geschwiicht, daB das Licht beim Passiere, 
dieser auswechselbaren Platten eine Schwichung um 

Zz: . ae ae 

20 * 20 * 20 ~ 8000 
erfaihrt. Zwischen das System dieser Lochscheiben ist noch eine feine Ap. 
stufungsvorrichtung eingebaut, die so eingefiigt ist, da8 mit Hilfe eine; 
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Handrades die Offnung einer Blende von 1 qmm auf 10000 qmm erhiht 
werden kann. Gleichzeitig befindet sich eine Skala, die ebenfalls vou 
1—10000 eingestellt ist, am Apparat, die uns jederzeit das Ablesen der 
Helligkeitswerte erméglicht. Wenn wir also von der optimalen Weite de: 
Diaphragmas (10000 qmm) auf 1 qmm heruntergehen, so verdunkeln wir die 
auBen angebrachte Mattglasscheibe auf 10-4. Die gréBtmégliche Licht 
abschwichung betriigt also 8-10-* x 10-*=8-10-7%. Auf einer weiben 
Mattmilchglasscheibe kann nun das Auge im dunklen Raum diese ver 
schiedenen Unterschiede der Lichtintensitit wahrnehmen. Es ist sebt 
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einfach, den Vorgang der Dunkeladaptation in bestimmten Zeitintervallen 
festzustellen und durch Kurven den Empfindlichkeitsanstieg zu verzeichnen. 
Beginn und Ende solcher Adaptationswerte fa8t man unter Adaptations- 


*>reite zusammen. Multipliziert man die abgelesenen Skalenwerte mit der 


' Anzahl der jeweilig vorhandenen Blendenteile, so ergeben sich relative 


| Zablenwerte fiir den Lichtreiz in einer willkirlichen Einheit ausgedriickt. 


Verwendet man andererseits die reziproken Werte der Schwellenwerte, so 


Z : : : : : 1 
ist der ,, Empfindlichkeitswert“ dann gleich Wao” 
Es empfiehlt sich, um Briiche zu vermeiden, den Empfindlichkeitswert 
mit 10° zu multiplizieren. 


Weiterhin besteht die Méglichkeit, absolute Werte durch eine photo- 


metrische Lichtbestimmung zu gewinnen. Als Maximalwert ergibt sich bei 


Herausziehung aller Scheiben und Blendenweite fiir unseren Apparat das 
Ergebnis von 1,45 Meterkerzen. (Der Wert von 1 Meterkerze wird bei der 


> Herausziehung aller Blenden und einer Skaleneinstellung von 6500 erreicht.) 
* Man kann also diese Lichtempfindlichkeit, die zu Beginn der Dunkel- 
} adaptation besteht, mit den jeweilig erhaltenen Bestimmungswerten ver- 


gleichen. Multiplizieren wir den Wert, den wir als Ausgangswert fiir die 
Dunkeladaptation angegeben haben, mit 10°, so gibt das einen Wert von 1,92. 


phe Ee Kg 8 8 199 
Rechnung: 20 * a9 * 39 * GOO * 10° = 1,92. 


Wir kénnen nun alle unsere Werte mit dem Verhiiltnis 99 


multipli- 


» zieren und erhalten dann reduzierte Empfindlichkeitswerte, die auf die Ein- 
> heit 1 Meterkerze bezogen sind. Es ist selbstverstiindlich, daB diese Kon- 
stante von der Beschaffenheit der 3 Lichtbirnen abhiingig ist. 


Als wichtig ist noch der Gesichtswinkel, unter dem die leuchtende 


I Fliche gesehen wird, zu beriicksichtigen. Der Gesichtswinkel soll um 10° 


liegen. Bei dem Adaptometer erfiillen wir dann die Bedingung, wenn die 


; weibe Scheibe, die einen Durchmesser von 10 em hat, in einer Entfernung 
} von 57cm gesehen wird. 


Um unsere Adaptometerwerte mit normalen ZahlengréBen 


: zu vergleichen, haben wir zunichst einmal 20 Studenten auf ihre 
| Adaptationsbreite hin untersucht (vgl. Tab. 6). Wir gingen so vor, 


da8 wir zu verschiedenen Tageszeiten und auch bei verschiedener 


» Beleuchtung Untersuchungen vornahmen. Die Ausgangswerte lagen 


bei 3 Blenden und Skalenwert 650 ergibt einen reduzierten 
Empfindlichkeitswert von 10,1. Interessant ist, da8 nach bereits 
9 Minuten ein Anstieg bis auf 800 erfolgt ist. In der Zeit von 
2427 Minuten sind Anstiege bis auf '70—90000 eingetreten. Das 
ist eine Zunahme der Empfindlichkeit um rund 7—9000. Nach 
ungefihr 30 Minuten ist der Steilanstieg beendet, und die Kurve 
steigt jetzt allmahlich an (Fig. 3). Man kann bei der Untersuchungs- 
dauer, die linger als 2, 4, 6, 8 Stunden betrigt, die Empfindlichkeit 
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Tabelle 6 





Stu- 
denten 


Nr. 





Adaptometerwerte nach Minuten 











| 12 | 15 | 18 
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90 550 
80 800 
50 120 
30 80 
50 100 
25 112 
50 800 
50 900 
60 900 
70 | 1000 
60 | 1000 
50 110 
50 950 
80 900 
70 | 1200 
70 | 1700 
60 880 
10 | 1200 





2500 
1200 
800 
800 
750 
1700 


1200 
1800 
1800 
1300 
1600 
1200 


2002 
1700 








2000 | 1 


2000 
9000 
3000 
1000 
1300 
1420 
9000 


1600 | 13000 
15000 
18000 
15000 


8000 


12000 
15000 
1800 | 15000 
18000 
12000 
1800 | 15000 





20000 
18000 





22.006 
32.000 
22.000 
18000 
30000 
23000 
32.000 
40000 
40000 
50000 
43 000 
33000 
40000 
43 000 
50000 
50000 
25 000 
40000 





75000 
72000 
55 000 
60000 
60.000 
55 000 
72000 
92.000 
95 000 
98 000 
92000 
75000 
93 000 
93 000 
95000 
95.000 
60.000 
92.000 
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kénnen. Wenn wir auch mit diesen Untersuchungen kein absolutes 
Ma8 des Lichtsinnes angeben wollen, so ist doch zu beriick- 
sichtigen, daB es, wie wir spiter sehen werden, nicht auf das 


Adaptometerwerte nach Minuten 





30 


| 33 


| 36 


| 39 


Litt al 








90000 
90000 
80000 
90000 
70000 
87 000 
88 000 
102.000 
106000 
108000 
105000 
95000 
105000 
105000 
108000 
110000 
88000 
105000 





erhéhen und findet Werte, die bis auf 300000 ansteigen 


100000 
108000 
92.000 
100000 
92000 
102000 
99 000 
110000 
115000 
115000 
112000 
105000 
110000 
115000 
110000 
115000 
100000 
112000 





108000 
110000 
105 000 
110000 
105000 
108000 
108000 
115000 
120000 
120000 
118000 
110000 
114000 
120000 
120000 
120000 
110000 





118000 


110000 
115000 
115000 
115000 
112000 
115000 
112000 
120000 
126000 
125000 
122000 
115000 
108000 
122000 
125000 
125000 
120000 
122000 








115000 
117000 
120000 
120000 
120000 
120000 
117000 
123000 
130000 
130000 
128000 
120000 
122000 
128000 
130000 
127000 
125000 
125000 





120000 
127000 
125000 
125000 
125000 
123000 
119000 
130000 
130000 
140000 
130000 
125000 
126000 
130000 
135000 
130000 
128000 
130000 


122.000 
130.000 
130000 
130000 
127000 
127000 
122.000 
138000 
135.000 
142000 
132000 
130000 
128000 
135.000 
140000 
135.000 
129000 
130000 
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75.000 
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absolute MaB ankommt, sondern vielmehr auf einen Vergleich 
der Adaptationsbreiten untereinander. AuBerdem sind absolute 
iEmpfindlichkeitswerte Normaler von anderer Seite festgelegt worden. 
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Die rechte Kurve zeigt den steilen Anstieg bis zur 9. Minute, der weitere Verlauf ist durch 
die linken Kurven wiedergegeben. Die gestrichelten Kurven zeigen die Schwankungsbreite 


Adaptationsbestimmung der 10 Vitamin A-frei Ernahrten 
Die 10 Versuchspersonen zeigten zu Anfang innerhalb der 


/Norm liegende Werte, die von der Mitte des Monats Januar all- 


mihlich abnahmen. Sie weisen am 1. April ziemlich konstante 
Empfindlichkeitswerte auf. Die physiologische Schwankungsbreite 


‘der gefundenen Kurven bewegt sich zwischen 3600 und 6000. 


Der Verlauf der Kurve ist bei allen Versuchspersonen bis zur 
27. Minute ein fast geradliniger, und erst von der 27. Minute an 
lassen sich 2 Verlaufsformen unterscheiden (Fig. 4): ein Teil der 
Versuchspersonen nimmt noch bis zur 39. Minute an Lichtempfind- 
lichkeit zu, waihrend der andere bereits zwischen der 30. und 
33. Minute sein Maximum erreicht. 

Wir vermissen in diesem Kurvenverlauf den steilen Anstieg 
in der ersten Viertelstunde und dann den flacheren Anstieg bis zur 
30. Minute (Fig. 4). Es ist so, daB eben bei diesen hemeralopen 
Personen eine ganz allmahliche Anpassung an das Dunkel ein- 
tritt. Die Adaptationsbreite betriigt bei diesen Personen, verglichen 
mit dem Anfangswert, das 14fache. Wenn wir den Wert nach 
3 Minuten zum Vergleich heranziehen, erhdht dieser sich aber auf 
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100, vorausgesetzt, daB wir den giinstigsten Ausgangswert ap. 
nehmen. Es ergibt sich somit bei Betrachtung einer Adaptations. 
kurve bei Vitamin A-Mangelernihrten schon eine Herab. 
setzung der Adaptationsbreite. Beim Normalen kann das Ver. 
haltnis von Anfangs- zu Endwert 1:5000 und noch meh; 
betragen, bei den Hemeralopen dagegen betragt es im giinstigstey 
Fall 1:200. Vergleichen wir die reduzierten Empfindlichkeitswerte 
nach 30 Minuten der Versuchspersonen mit denen der Studenten, 
so finden wir Verhaltniszahlen von 3500 (Durchschnittswert fii 
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Fig. 4 


die Hemeralopen), 100000 (Durchschnittswert fiir die Studenten), 
Das besagt: der normal Ernihrte ist fiir die gleiche Lichtmenge 
28 mal empfindlicher als der Vitamin A-frei Ernihrte 
(vgl. Tab. 6 und 7, Fig. 3, 4). 
| Interessant ist, daB bei monokularen Untersuchungen keine 
unterschiedlichen Adaptationswerte auftreten. Ferner ist zu be- 
merken, daB die Adaptationswerte nach 2, 4, 6, 10 und 12 Stunden 
keinen Unterschied erkennen lieBen. Es war so, daB praktisch 
gesehen, die Werte der 40. Minute mit denen von 12 Stunden iiber- 
einstimmen. 

Gesichtsfeldpriifungen: Aber nicht nur diese Adapto- 
meterschwankungen sind das einzige Charakteristikum des Hemera- 
lopen. Schon Jess weist in einer Reihe von Verdffentlichunget 
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immer auf den Unterschied hin, der zwischen normalem Ge- 
sichtsfeld und dem des Hemeralopen besteht. 


Tabelle 7 


Adaptometerwerte der Versuchspersonen 








In Minuten 


ia. 240 
‘hr. |200 
fie, |260 
y= | 290 
u. {380 
A, = J 00 
Ml. |240 
250 


3700 
500 
530 
700 
800 
900 
530 
600 
750 














1050 
800 
880 

1250 

1200 

1400 

1000 

1000 

1250 


1480 
1600 
1360 
1580 
1750 
1350 
1500 
1400 
1600 


1800 
2000 
1750 
2100 
2100 
2200 
1780 
2000 
2100 


2400 
2400 
2100 
2500 
2500 
2700 
2250 
2200 
2500 


2600 
2600 
2400 
2800 
3000 
3000 
2600 
2500 
2600 


2900 
3000 
2800 
3300 
3300 
3250 
3000 
3000 
3100 


3400 
3300 
3300 
3400 
3900 
3750 
3500 
3300 
3300 


3400 
3600 
3400 
3750 
4000 
4000 
4000 
3750 
3600 


3500 
3700 
3600 
3800 
5400 
4500 
4500 
4100 
3700 


3700 
4100 
3880 
5000 
5000 
5800 
5000 
5000 
3750 


Tie eS ee 


3800 
5000 
3900 
6000 
5500 
5000 
5000 
6000 
3800 
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Im Gesichtsfeld der Normalen ist die Reihenfolge der Farben: 
Blau, Gelb, Rot, Griin (Tafel III, Fig. 6). Bei den Hemeralopen 
dagegen fand Jess, daB entweder Blau und Gelb zusammen enger 
als Rot oder nur Gelb deutlich enger als Rot angegeben wurde. 
Die Kinengung des Gelben war oft so stark, daB das Gelb sich 
erst nach dem Rot nachweisen lieB. Die Reihenfolge wire also: 
Blau, Rot, Gelb, Griin. Jess hat diese Befunde besonders 
wihrend des Krieges studiert. In der Literatur*) wird behauptet, 
dab auch in leichten Fallen von Hemeralopie die AuBengrenzen 
fir Blan und Rot konzentrisch eingeengt erscheinen. 

Unsere Versuchspersonen zeigen in allen Fillen eine allge- 
meine Herabsetzung der Kmpfindung fir Farben. Blau und Rot 
sind eingeengt und lassen Uberschneidung und Inversion erkennen. 
In schweren Fallen soll eine Inversion der Farbgrenzen eintreten. 
Aber dieser Befund ist nicht so charakteristisch, daB er in 
den Mittelpunkt eines hemeralopen Gesichtsfeldes gestellt 
werden kann. Denn man findet auch beim Normalen dhnliche 
Erscheinungsformen. 

Wichtiger zu bewerten ist eine langsame zentrale Ein- 
wanderung des Gelben! (Tafel III, Fig. 7). Die geringsten 
Adaptometerwerte wurden am 17. April, d.h. nach 188 Tagen 
Vitamin A-freier Ernahrung festgestellt. Sie bewegen sich bei 
den Vitamin A-frei-Ernahrten zwischen 4000 und 6000. Zu diesem 








*) Stepp, Erndhrungslehre, S. 287, Springer 1939. 
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Zeitpunkt kénnen wir bei allen Versuchspersonen folgende Far). 
reihenfolge feststellen: Blau, Rot, Gelb, Griin oder Griin-Gelh, 
Ks lassen sich beziiglich des Gelben zwei typische Kinwanderungs. 
formen herausstellen: 


1. Das Gelb kann entweder temporal oder nasal innerhalh 
des Griinen verlaufen. 

2. Das Gelb ist so stark eingeengt, daB es sowohl temporal 
als auch nasal innerhalb des Griinen verlauft. 


Dieses Einwandern des Gelben ist mit dem Auswandern des 
Gelben aus der Mitte des Gesichtsfeldes an seine normale Stelle 
gleichzusetzen. Gibt man Vitamin A zu, so beobachten wir ein 
Ansteigen der Adaptometerwerte und ein langsames Auswandern 
des Gelben. Zur Diagnose der Hemeralopie, insbesondere zu 
graduellen Festlegung des vorherrschenden Vitamin A-Mangels, 
ist also die Gesichtsfeldbestimmung des Gelben neben der parallel- 
verlaufenden Adaptometerkurve von ausschlaggebender Bedeutung. 


Die Verainderung des Blutbildes bei Vitamin A-Mangel 


Das Fehlen des Vitamin A in der Nahrung verursacht im 
hamatopoetischen System eine Reihe schwerer pathologischer 
Verainderungen. Diese auftretenden Veriinderungen sind bis jetzt 
von den einzelnen Autoren in verschiedener Richtung diskutiert 
worden. 


So fand Abbott an Vitamin A-frei erniihrten Ratten, daB der Hiimoglobin- 
gehalt und die Erythrocytenzahl herabgesetzt waren. Im Verlauf der sich 
nun entwickelnden ausgepriigten Avitaminose trat eine Lymphocytose und 
Neutrophilie auf. Bei der gleichen Versuchsanordnung, die aber spiiter 
durchgefiihrt wurde, konnte eine Zunahme juveniler Zellen beobachtet werden. 
AuBerdem konnten groBe Lymphocyten in vorwiegendem MaBe festgestellt 
werden, wihrend das geringe Auftreten von polymorphkernigen Zellen auf- 
fallend war. 

Lorenz ernihrte Meerschweinchen mit einer Vitamin A-freien Kost. 
(Die tibrigen Vitamine waren in dieser Kost nur in geringer Menge vor- 
handen.) Zu Beginn des Versuchs (4.—6. Tag) wurde eine Zunahme des 
Himoglobins und der Erythrocyten bis zu 20—30°/, beobachtet. Diese 
Zunahme wird mit einer Eindickung des Blutes in Zusammenhang gebracht, 
da die Meerschweinchen nur wenig Trinkwasser erhielten. Bei Tieren, dic 
unter normaler Wasserzufuhr standen, trat dieses Phiinomen nicht auf. 

Ganz im Gegensatz hierzu stehen die Untersuchungen von Glanzmann. 
Er fand, da8 bei Vitamin A-frei erndhrten Ratten schon nach 1—2 Monaten 
eine Abnahme der roten Blutkérperchen zu beobachten war. Auch beob- 
achteten Mainzer und F. Joe] bei Kindern eine starke alimentiire Animi¢ 
und Veriinderungen im roten Blutbild, die sie deshalb mit einem Fehlen 
von Vitamin A zusammenbringen, weil es durch Zugabe von Vitamin A 2! 
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einer raschen Regeneration des gesamten Blutbildes kam. Diese Beobach- 
tungen werden von Euler und Malmberg erginzt, die bei Vitamin A-frei 
ernihrten Ratten besonders die vitalfiirbbaren Erythrocyten bis auf ‘/, des 
normalen Wertes herabsinken sahen. Bei Zugabe von Vitamin A konnten sie 
innerhalb von 2—3 Wochen normale Werte beobachten. Pillat und C.S.Yang 
peobachteten schon im Jahre 1930 bei Vitamin A-Mangel des Menschen eine 
Abnahme der roten Blutkérperchen, die sie aber nicht in einen Zusammen- 
hang mit der Avitaminose A, sondern vielmehr mit den begleitenden Infektions- 
krankheiten: Tuberkulose, Typhus bringen. Clausen, M. C. Coord finden 
bei Infektionen den Carotin-Xantophyll- und Vitamin A-Spiegel stark herab- 
cesetzt. Scartozzi stellte ebenfalls Beziehungen zwischen immunbiologischen 
Eigenschaften des Blutes und dem Vitamin A fest. Gaben von tiiglich 

| 120000 I.E. Vitamin A oral steigerten bei Gesunden und Kranken Komple- 
mentiirvermégen des Blutes und die Baktericidie. 


Bei unseren 10 Versuchspersonen (vgl. Tabelle) ergibt sich, 
daB der Hamoglobingehalt sich zwischen 85—92°/, bewegt. Die 
Erythrocyten ergeben Werte von 3,9—4 600000. Fiarbeindex liegt 
i stets tiber 1,0. Die Senkung der Himoglobin- und Erythrocyten- 
werte wird erst vom 4.—5. Monat an beobachtet. 


Ganz anders und viel klarer liegen die Verhiltnisse bei den 
Thrombocyten. 


Glanzmann findet bei Ratten, die Vitamin A-frei ernihrt wurden, 
einen langsamen und allmiihlichen Abstieg der Thrombocyten. Zu gleichen 
Ergebnissen kommt Lorenz. Bei Meerschweinchen trat bei Vitamin A- 
freier Kost innerhalb 18—24 Tagen zunichst eine Zunahme bis 1500000 
auf. Bei anderen Tieren folgte nach einem Anstieg am 7. Tage nach 
l4 Tagen ein Absturz bis auf 250000. Die normalen Werte liegen um 
(00000. Im wesentlichen reagieren die Tiere entweder mit einer Zunahme, 
die bis zu 20 Tagen anhiilt, oder nach kurzem Anstieg sofort mit einem 
Thrombocyten-Sturz. (Bei diesen Vitamin A-frei erniihrten Tieren wurden 
die Blutplittchen nach Jiirgens bestimmt.) 


Es ist in der Literatur ein alter Streit iiber den Einflu8 des Vitamin A 
auf die Thrombocyten, der von Cramer, Drew und Mottram, von Bedson 
ud Zilva gefiihrt wird. Cramer und Mitarbeiter fanden bei Vitamin A- 
frei ernihrten Ratten eine Thrombopenie, die 50—75°/, betriigt. Sie trat 
friher als sonstige Vitamin A-Verinderungen ein. Sie schreiben diese Ab- 
nahme den pathologischen Veridnderungen des enteralen Epithels zu. Dadurch 
wird der Durchtritt der Bakterien durch das Darmepithel in die Blutbahn 
erméglicht. Die Bakterien werden durch die Thrombocyten zusammen- 
geballt und durch diese baktericide Wirkung verschwinden die Thrombocyten 
aus der Blutbahn. 


Bedson und Zilva beobachteten nur eine Abnahme von 20°/,. 
Anagnostu fand bei Ratten, daB nach 25 Tagen vitaminfreier Ernihrung 
| die Thromboeyten von 700000 normal auf 439000 (das ist eine Verminderung 
um 38°/,) und nach 35—45 Tagen auf 365000 (das sind 48°/,) absanken. 
Die Verminderung der Thrombocyten bewegte sich in den Grenzen yon 
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69—31°/,. Die Anzahl der Blutplittchen war nach Vanysek bei kerato. 
malazischen Kindern herabgesetzt. Lorenz beobachtete an Kindern, dere, 
Thrombocyten herabgesetzt waren, nach Vogangaben Anstieg. 


Ganz anders ist bei uns die Reaktionsform der Thrombocyten 
aufzufassen. Aus der Fig. 8 kann man seit Mitte Januar bei dep 
einzelnen Versuchspersonen einen verschieden schnellen Absturz 
beobachten, der aber bei allen 10 einen gleichgerichteten Verlau{ 
erkennen laBt. Nicht ein einziger hat auf den Vitamin A-Mangel 
mit einer Zunahme der Thrombocyten geantwortet. Die niedrigsten 
Werte der Thrombocyten bewegen sich nach 188 Tagen Vitamin A- 
freier Kost zwischen 30000 und 110000. Nur eine Versuchs. 
person hat zu diesem Zeitpunkt 200000 Thrombocyten, dieser 
Wert sinkt nach 14 Tagen aber auch auf 105000. Das sind Ab. 
nahmen um 70—85°/,. Interessant ist noch, daB die einzelnen Ver- 
suchspersonen bei Beginn des Thrombocyten-Sturzes auch stirkere 
Ausfallserscheinungen von seiten des Gewichts und am Auge aut- 
wiesen. Auf Grund der verminderten Thrombocytenzahlen war bei 
von 10 Versuchspersonen ein positiver Rumpel-Leede festzustellen. 


Im weiBen Blutbild fallt die Leukopenie auf, die Werte be- 
wegen sich zwischen 3300 und 5500. Abbott fand bei 157 Personen 
eine leichte Leukopenie bei geringem Vitamin A-Mangel. In unseren 
Blutbildern konnten weder Jugendformen noch Stabkernige im 
ausgeprigten Studium der Avitaminose A festgestellt werden. Es 
fiel im Gegenteil die auBerordentlich starke und vielfache Seg- 
mentierung der Neutrophilen auf, so da8 man von einer ,, Rechts- 
verschiebung“ sprechen kann. Auch Abbott _ beobachtete 
degenerierte Leukocyten und Vermehrung der jugendlichen Formen. 
Eosinophile fanden sich in reichlicher Zahl, daneben Formen der 
myeloischen Reihe, die auf Regenerationsvorginge im hamatopoe- 
tischen System schlieBen lassen. Es traten Myeloblasten, Promyelo- 
cyten und Myelocyten auf, die 10—20 vom Hundert ausmachten. 
In der lymphatischen Reihe fiel ein relativer Reichtum an groBen 
aufgelockerten Zellen auf. Betrachtet man das Blutbild, so fillt 
bei der Vielheit der Abweichung der fast perniciosaihnliche Typ 
auf. Angenihert finden sich entsprechende Verainderungen im 
roten Blutbild; in allen Fallen der hyperchrome Farbeindex, Anis0- 
und Poikilocytose. Im weiBen Blutbild entsprechende myeloische 
Reaktion bei gleichzeitiger Leukopenie mit Verminderung der 
Thrombocyten. 

Unsere Blutbefunde lassen einen Zusammenhang zwischen 
Vitamin A-Mangel und perniciéser Animie vermuten. Es ist ji 
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bekannt, daB bei Vitamin A-freier Diit im Tierversuch sich Strang. 
degenerationen, die denen der Perniciosa ihneln, erzeugen lassep, 
Die Blutungszeit ist bei 8 Personen von 4'/,—8 Minuten migie 
verlingert. Bei 2 Personen liegt sie mit 3 und 31/, Minute inner. 
halb der Norm. Interessant ist, daB die Blutgerinnungszeit, 
die schon Frank verlingert angibt, auch bei unseren Patiente, 
einen verzégerten Beginn und ein weit tiber Norm hinaus yer. 
schobenes Ende aufweist, wie sich ja schon aus dem Thrombocyten. 
Verhalten erwarten lift. Die Retraktionszeit, die iiber die 
Funktion der Thrombocyten Aufschlu8 gibt, war iiber 24 Stunden 
hinaus verlangert und konnte bei den meisten Personen nicht 
bestimmt werden. 

Der durchschnittliche Beginn der Gerinnung lag bei 4!/, bis 
9 Minuten, das Ende zwischen 11—22 Minuten (vgl. Tab. 8). 


Der Tagesbedarf des Menschen an /-Carotin und Vitamin A 


Lassen sich alle diese Ausfallserscheinungen auf das Fehlen 
von Vitamin A zuriickfiihren, so mu es méglich sein, durch Gaben 
des Provitamins A (8-Carotin) oder des Vitamin A bei gestaffelter 
Dosierung diejenige Menge an I.E. auszutesten, die notwendig ist, 
um, iiber einen langen Zeitraum gegeben, die Mangelsymptome voll- 
kommen zu beseitigen. Die Tagesgaben erméglichen weiterhin, 
den Bedarf des Menschen an Vitamin A genau festzulegen. 


Uber den Tagesbedarf des Menschen liegen in der Literatur die ver- 
schiedensten Angaben vor. Edmund und Clemmensen brachten bei 
52°/, ihres Untersuchungsmaterials die Sehstérungen mit Vitamin A in 
einen Zusammenhang. Bei einer Tagesgabe von 1370 LE. Vitamin A konnten 
normale Adaptometerwerte gefunden werden. Krankenschwestern ver 
abreichten sie tiglich etwa 1000 I.E. (diese Menge wurde aus der Nahrung 
errechnet), und beobachteten in einigen Fiillen leichte Hemeralopie. Hocl- 
gradige Fille von Hemeralopie traten nicht auf. 


Booher, Callison und Hewston, die 4 Versuchspersonen zwischen 
21 und 40 Jahren mit 2700 Calorien, 50 LE. Vitamin A, 600 LE. B, 
1700 LE. C, 2,5 mg B, und Vitamin D ernihrten, konnten bei diesen nach 
14, 27 und 70 Tagen normale Dunkeladaptation finden. Tagliche Zu- 
lagen von 30 und 50 LE. Vitamin A pro Kilogramm Kérpergewicht ver: 
besserten die Dunkeladaptation, normalisierten sie aber erst nach 4 bis 
5 Wochen. Maximale Dunkeladaptation wurde nach Tagesgaben von 2100 bis 
3000 I.E. erreicht. 

Bigwood, Denis, Jacquemyns und S. Halle gaben 1800 LE. 
tiglich Vitamin A und fanden bei 100 Schiilern 40°/, schlechte, 20°/, mittel- 
miiige Adaptatiohnsfiigkeit. Normale Adaptationen beobachteten sie bei 
Tagesgaben von 4000 LE. Zwischen 1300 und 4000 LE. liegen die 
mittelmiBigen oder zweifelhaften Adaptationswerte. Grimm und Short 
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gaben 1800 LE. pro Tag und konnten normale Adaptationswerte feststellen. 
Jeghers beschreibt schon bei Tagesgaben, die unter 3000 LE. sich be- 
wegen, eine Reihe von ausgeprigten Hemeralopiefillen. Utheim-Toverud 
gibt an, daB mehr als die Hiilfte der Schulkinder von Oslo Hemeralopie 
aufweisen. Langfeldt hat die Vitamin A-Zufuhr dieser von Utheim- 
Toverud untersuchten Kinder nachgepriift und die hohe Zahl von 7000 LE. 
pro Tag gefunden. Dieser Befund fillt allerdings véllig aus den bis jetzt 
angefiihrten Werten heraus. Eddy und Dalldorf sollen der Vollstindig- 
keit halber noch mit angefiihrt werden. Ihre Werte sind mit 6—8000 LE. 
pro die nur als eine optimale Forderung anzusehen. 


Caussade und Mitarbeiter fanden unter 110 Spitalkindern und 
110 Schulkindern 28 mit A-Hypovitaminose. Eine tigliche Zugabe von 
3000 LE. Vitamin A fihrte schon in einer Woche bei 25 Kindern zur 
Heilung, bei einem Kind nach 2 Wochen, bei einem Kind nach 3 Wochen 
(1 Versager). Auch C. Vaillant und L. Gillis, die einer Hemeralopen 
2 Wochen lang tiglich 10000 und anschlieBend 2 Wochen lang tiiglich 
15000 LE. Vitamin A verabreichten, um normale Adaptation zu erzielen, 


'kénnen uns iiber den tatsiichlichen Tagesbedarf des Menschen nicht unter- 


richten. 

In jiingster Zeit hat v. Drigalski mit dem 5 Punkt-Adaptometer Heme- 
ralopieuntersuchungen an 50 Gesunden, 90 Schwangeren, 13 Stillenden und 
50 Kranken durehgefiihrt. Bei den Gesunden waren nur 3 Hemeralope, bei 
den Schwangeren 15, bei den Stillenden 13 und bei den Kranken 15. Die 
Versuchspersonen, die sich in einem ,,Vitamin A-Defizit“ befanden, er- 
hielten tiglich oder in zwei tiiglichen Abstiinden 12000 Vitamin A. Diese 
ermittelten ,,Defizit-Werte“ betrugen bei 6 Schwangeren 330000 bis 
168000 LE. Vitamin A, bei den 4 Krankheitsfillen lagen sie zwischen 
72000 und 170000. v. Drigalski driickt die Defizitwerte gewichtsmibig 
aus und gibt die Spanne etwa zwischen 43 und 200 mg §-Carotin an. 

Auch hat v. Drigalski sich 72 Tage lang Vitamin A-frei ernihrt und 
die auftretenden Adaptationsstérungen an sich selbst festgestellt. Die in 
der kurzen Zeit auftretenden Ausfallserscheinungen sind gering. Er gibt 


/ nun die zur Beseitigung dieser Ausfallserscheinungen notwendigen Mengen, 


die sich sowohl aus @-Carotin als auch aus Vitamin A zusammensetzen, in 
’-Carotin an. Der Wert betriigt 470 mg. Als Verlust (durch Ausscheidung 
im Stuhl) sind 15 mg anzusetzen, so daB sich die hohe Zahl von 455 mg 
ergibt. Diese dividiert er durch die Anzahl der Vitamin-freien Versuchs- 


| periode plus 5 Tage, in denen er das Vitamin A-Konzentrat verabreicht. 


Es ergibt sich somit: 


ad = 59 mg 6-Carotin (1 L.-E. = 0,6 6-Carotin) 3 
Also 
ae. = 9833 LE. ,,Vitamin A!“. 


Auch diese Zahl kann uns iiber den Tagesbedarf nichts 
aussagen, und die Zwiespiltigkeit der vielen Literaturstellen muB 
noch einmal im Zusammenhang besprochen werden. Die ver- 
schiedenen Autoren verwenden zur Heilung sowohl #-Carotin 
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(in Form von reiner éliger Liésung von #-Carotin, griinem (p. 
miise, z. B. Spinat, Griinkohl, Méhren) als Vitamin A. Dn 
Vitamin A wird meist in Form von hohen Konzentraten ode 
Butter oder Lebern verabreicht. AnschlieBend werden nun dies 
verabreichten Mengen stets in ,,/.E. Vitamin A“ umgerechne, 
Es ist schon rein chemisch betrachtet ein Unterschied zwischep 
1 Molekiil Carotin und 1 Molekiil Vitamin A. Es kénnen ay; 
1 Molekiil #-Carotin sofort unter Wasseranlagerung 2 Molekiil 
Vitamin A entstehen. AuBerdem ist noch gar nicht sicher, ob 
der Organismus alles ihm angebotene Carotin a) umwandeln kann, 
und b) auch zu resorbieren vermag. Wenn also z. B. 0,6 me 
8-Carotin = 1000 IE. Vitamin A verabreicht werden, so steht 
keineswegs fest, daB aus diesen 0,6 mg #-Carotin im Organismn; 
tatsichlich 1000 LE. wirksames Vitamin A werden. Auf diese 
Stoffwechselprobleme wird unter dem Kapitel Tages bedar{ 
noch niher eingegangen werden. 


AuBerdem spielen bei diesen Berechnungen aus der Kost 
auch noch die verwendeten ,,Vitamintabellen“ eine Rolle. So ist 
z. B. die Tabelle, die Jeghers zur Berechnung seiner Kost ver. 
wendet, durch doppelt so hohe Werte ausgezeichnet im Vergleich 
zur Tabelle, die Edmund und Clemmensen verwendeten. 


Auch muB auf die sogenannte ,Sto8-Therapie!* in der 
Behandlung der Vitamin A-Mangelschiiden besonders eingegangen 
werden. Das pathologische Geschehen der Avitaminose A ent- 
wickelt sich, wie sich nach unseren Untersuchungen ergibt, nach 
rund 6 Monaten. Der gleiche Organismus wird nun zur Ausheilung 
dieses Krankheitsbildes sicher nicht ,,5 Tage benétigen, sondern, 
wenn auch nicht den gleichen Zeitraum von 6 Monaten, so doch 
einen annihernd entsprechenden. Das Uberschwemmen des 
Organismus mit Vitamin A-Konzentraten fiihrt auch zu einer 
gréBeren Ausscheidung von Vitamin A im Stuhl. 


Diese hohen Dosen heilen, wie die Literatur ergibt, die ge- 
setzten Schiden aus, ob sie aber gerade die zur Ausheilung 
notwendigen sind, kann niemand beweisen! Sicher liegen sie weit 
tiber denjenigen Mengen, die man gerade bei vorsichtiger Dosierung 
zur Ausheilung des Krankheitsbildes bendtigt hitte. 

Um den Tagesbedarf zu ermitteln, iiber den, wie die Literatur 
ergibt, wir noch nichts Genaues wissen, kann nur so vorgegangel 
werden, daB wir fest umrissene Lisungen von #-Carotin und 
Vitamin A tiaglich mit der Pipette verabreichen. 
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Wir gingen so vor, da8 wir 5 Versuchspersonen reines 
ig-Carotin, das in Sesamél gelést war und das uns die Firma 
Merck Darmstadt lieferte, verabreichten. Die anderen 5 Versuchs- 
versonen erhielten das Vitamin A in Form des Vogans. 

Gruppe 1 (f-Carotin) (Fig. 5) erhielt am 17.4.1200 LE. 2-Carotin, 
las sind = 720y. Die Verabreichung dieser Dosis muBbte aber 
bereits am 28.4. unterbrochen werden, da kein Anstieg der Adapto- 
meterwerte eintrat und sich auch die im Blutbild zum Ausdruck 
kommenden Mangelerscheinungen nicht verainderten. Vom 29. 4. 
bis 8. 5. erhéhten wir die Dosis auf 2000 LE. £-Carotin = 1200y. 
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Fig. 5 


Da nur ein geringer Thrombocytenanstieg erfolgte, und auch jetzt 
der Rumpel-Leede immer noch bei 80°/, der Versuchspersonen 
bestand, entschlossen wir uns, am 9.5. die Menge auf 4200 I.E. 
zu erhéhen, das sind 25207 #-Carotin. Hierbei zeigte sich: Zu- 
nachst ein langsamer Anstieg der Thrombocyten, allmahlicher Ge- 
wichtsanstieg, ganz allmihliches Auswandern des Gelben und ein 
geringer Anstieg der Adaptometerwerte. Nachdem seit Beginn der 
Carotingaben 45 Tage vergangen waren, ohne daf merkliche 
Besserung eingetreten war, wurde die Tagesdosis am 1.6. auf 
0000 LE. = 30007 erhéht. Wir haben diese Menge vom 1.6. bis 


91.7. verabreicht, das sind 61 Tage. Die Versuchspersonen haben 
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selbstverstaindlich in dieser Zeit die bisherige Vitamin A- frejp 
Grundkost erhalten. In der Zeit vom 10.—15. 7. — also von 
40.—45. Tag dieser Dosis — traten so merkliche Besserungen ei, 
daB in 60°/, der Fille sich normales Gesichtsfeld, normale 
Gewichtskurven, normales Blutbild (Thrombocyten bjs 
auf fast 800000!), eingestellt hatten. Die restlichen 40°/, ware 
Ende Juli klinisch geheilt. Die Tab.9 zeigt uns, daB die Versuchs. 
personen durch die Zugabe von Vitamin A bzw. Carotin an Gewicht 
bis zum 31.7. zugenommen haben. Die durchschnittliche Gewichts. 
zunahme betrigt 5,4 kg, verglichen mit dem Gewicht am 17. 4 


Tabelle 9 


Gewichtszunahmen vom 17.4. bis 31. 7. 









































Versuchs- “ v2 Gewichts- 
personens | 2%: 4093. 6.1.1.6.) 1, 2.1 Bo 90 songhene 
ee 67 «167,5 | 65 | 685 | 70 +3 
A. caitend 62,5 | 62,5 | 63 | 66 68 +5,5 
Schr 78 | 72,5 | 73,5 | 75,5 | 76 +3 
Mie. ....) 49 | 48 | 51,5 | 52,5 | 58 +7 
Ra. 6 cub 64 165 | 67 71 +7,5 
es occa 64,5 | 63 64 | 66 6S +4,5 
Schw 57,5 | 56,5 | 57,5 | 61,5 | 635 +6 
a te 69 |69 | 69 | 715 | % +6 
S. ace 69,5 |70 | 71 | 725 | % +5,5 
acs eee 62 163 | 63 | 65 68 +6 


Durchsehnittliche Gewichtszunahmen: 5,4 kg 


Gruppe 2 (Vitamin A) (Fig. 5). Gruppe 2 erhielt das Vitamin A- 
Priparat Vogan*) in Sesaméllésung. Wir fingen mit 600 LE. tig. 
lich an, muBten aber diese geringe Zugabe bereits am 28. 4. auf 
1200 LE. erhéhen. Diese Mengen wurden bis zum 8. 5. gegeben, 
auch hier das gleiche Bild: Nur geringe Besserungen der klinischen 
Symptome. Am 9. 5. erhéhten wir die Dosis auf 2000. Auch diese 
Dosis fiihrte aber zu keiner wesentlichen Besserung der Ausfall- 
erscheinungen, Ab 1. 6. wurden tiglich 2500LE. mit dem Erfolg 
gegeben, daB eine Annaherung zum Normalen in der Zeit vou 
15.—20. 7. bei allen Versuchspersonen eingetreten ist und alle 
klinisch-markanten Symptome beseitigt waren. 

Die Zufuhr von #-Carotin und Vitamin A in der Nahrung 
gibt die Méglichkeit, diese beiden Vitamine im Blut bzw. im 
Serum zu bestimmen. 





*) Die zur Verabreichung bestimmte Voganmenge war vorher auf ibret 
Gehalt an I.E. genau ausgewertet worden. 
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Zur Bestimmung des Vitamin A-Blutspiegels gingen wir nach folgender 
Methode vor: 

20 cem Blutserum wurden mit 50 ccm zweifach normaler Kalilauge am 
RickfluBkiihler unter Stickstoffzufubr 30 Minuten verseift. Das Unverseifte 
wurde mit peroxydfreiem Ather aufgenommen. Im Scheidetrichter wurde der 
Atherauszug mehrmals mit destilliertem Wasser ausgewaschen und die Proben 
solange stehen gelassen, bis sie vollkommen klar werden. AnschlieBend 
erfolgte Trocknung tiber Natriumsulfat. 

Zur Bestimmung des Vitamin A wurden die Proben in schwachem 
Vakuum vom Ather befreit und der Riickstand mit Chloroform so verdiinnt, 
daB 0,25 eem der vitamin A-haltigen Lésung mit 3 ccm einer gesittigten 
Antimontrichloridlésung im Pulfrich-Photometer eine gut ablesbare Blau- 
firbung ergeben. Die Blaufirbung, d. h. der Ablesewert wird an Eichkurven, 
die wir durch Verdiinnung von Konzentraten gewonnen haben, in I.E. 
umgerechnet. 

Zur Bestimmung des Carotins bedienen wir uns der Chromatographie. 
Der Atherriickstand wird in Benzin gelést und die Benzinlésung chromato- 
graphiert. Entwickelt wird mit Ather. Die gelbe Farblésung wird bei Filter S 47 
im Pulfrich abgelesen. Die Eichkurve ist durch Herstellen von /-Carotin 
Standardlésungen gewonnen worden. 


Uber die Hohe des Vitamin A-Blutspiegels liegen in der 
Literatur sowohl fir den Kranken als auch fiir den Gesunden 
keine genauen Angaben vor. Es scheint bei den einzelnen Rassen 
dabei kein Unterschied zu bestehen. 


Van Veen fand bei eingeborenen Insassen eines niederlindisch- 
indischen Gefingnisses 10 ccm Blutserum 7,9 I.E. Vitamin A und 8,687 Caro- 
tinoide, das sind Zahlen, die den normalen Zahlen der Europier entsprechen, 
Auch scheint keine feste Korrelation zwischen Vitamin A und #-Carotin zu 
bestehen. So geben Stepp und. Wendt an, da8 der Carotinspiegel meist 
unter dem konstanteren Vitamin A-Spiegel liege. 


Lindquist betrachtet den Vitamin A-Blutspiegel als Ausdruck einer 
nomalen Vitamin A-Stoffwechsellage dann, wenn sich im Blutserum in 


100cem mindestens 70 I.E. nachweisen lassen. 


Der Einflu8 der Tageszeit auf Vitamin A und Carotinspiegel ist von 
Lindquist dahingehend geklirt worden, da8 sich innerhalb 24 Stunden keine 
Schwankungen nachweisen lassen. Die Werte Gesunder fiir das Carotin 
bewegten sich zwischen 50 und i114y, fiir das Vitamin A zwischen 
200 und 295 LE. 

Die Untersuchungsergebnisse, die Lindquist an verschiedenen Alters- 
klassen gewonnen hat, lassen keine Beziehungen zwischen Alter, Geschlecht 
und Vitamin A erkennen. 

Sinkt der Vitamin A-Spiegel unter 70 LE., so treten sowohl bei Jugend- 
lichen als auch bei Erwachsenen Friihsymptome des Vitamin A-Mangels auf. 

Donath und Gorter, die den Carotin- und Vitamin A-Gehalt des 
Blutes der hollindischen Bevélkerung des Landes verschiedenster Gebiete 
bestimmten, fanden fiir das Vitamin A in 100 cem 10,9—59,4 LE., fiir Carotin 
23—29,1y in 100cem. Diese Werte sind Durchschnittszahlen, die vom Juli 
bis November gewonnen wurden. 
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Die Leber stellt bei dem Menschen das Hauptdepot fi 
Vitamin A dar. Bei parenchymatisen Erkrankungen der Leber ig 
eine Senkung des Vitamin A-Blutspiegels vorhanden. 


Lasch findet dann in 100ccm Serum nur 3—6LE. pro 100 cen, 
Chevallier fand bei Lebercirrhosen nach Zugabe von Vitamin A Steigeruy 
des Blutspiegels und schlieBt aus dieser Zunahme auf einen giinstigen Finfly 
auf den HeilungsprozeB. Auch ist bei gewissen Hautkrankheiten eine Senkung 
des Vitamin A-Blutspiegels nachzuweisen. So fanden Schneider wi 
Wiedmann nur in 29°/, der Fille normale Carotinwerte und nur in 30,5", 
normale Vitamin A- Werte. Bei Lupus und Syphilis der Haut war der Carotip. 
gehalt normal, der Vitamin A-Gehalt gesenkt. Auch treten bei gewisse 
Dermatosen (Alopecien, Erythrodermien, Sclerodermien) niedrige Vitamin A. 
Blutwerte auf (P. Vigne und R.Sombard). 

Bei fieberhaften Erkrankungen (Pneumonien) ist das Serum-Vitamin A 
niedrig, trotzdem sich in der Leber auch groBe Mengen an Vitamin A nach- 
weisen lassen. Nach Lindquist ist der Organismus dann mit Vitamin 4 
gut versorgt, wenn das Serum einen Gehalt an Vitamin A aufweist, der iiber 
70 LE. pro 100 cem betriigt. Bei Gesunden, denen tiiglich 50000 LE. Vitamin 4 
gegeben wurde, trat keine Steigerung iiber 238 I.E. pro 100 auf. 

Menken legt den Durchsehnittswert des Gesunden auf 20—30 LE. 
in 100cem fest, der Carotinspiegel zeigt Schwankungen von 19,3—30). 
Van Eekelen und De Haas kénnen bei vielen Menschen im Blut kein 
Vitamin A nachweisen. Die héchstgefundenen Werte sind 50 LE. Bemerkens. 
wert ist, daB auch eine Steigerung des Carotinspiegels trotz erhéhter Zafuhr 
an Carotin durch die Nahrung sich nur bis zu gewissen Grenzen erzielen 
laBt. Kauffmann und Mitarbeiter gaben Gesunden und Kranken tiiglich 
200 g MéhrenpreBsaft nach diesen Anlagen und beobachteten im Maximum 
ein Ansteigen bis zu 2707 pro 100 cem, wiihrend bei anderen Personen der 
Wert von 1107 nicht iiberschritten wird. Schneider und Wiedman 
kommen auf Grund groBer Reihenuntersuchungen zu einem Vitamin A- uni 
6-Carotin-Blutspiegel, der fiir alle Altersklassen gelten soll. 

Man ersieht aus der Tab. 10, da® im Alter der Carotinspiege! zunimut, 
wiihrend der des Vitamin A eine Abnahme erfiihrt. 


Tabelle 10 
Alter: mg °/, Carotin: V.A. in I.E. 
10—19 0,033 47 
20—29 0,035 49 
30—39 0,035 70 
40—49 0,03 50 
50—59 0,043 50 
60—69 0,047 38 
70—79 0,08 — 


Nach den bis jetzt hauptsiichlich aufgefiihrten Arbeiten ist 
zweifellos fir den Vitamin A-Blutspiegel eine normale Leber- 
funktion notwendig. Bei herabgesetztem Vitamin A-Spiegel kant 
die Zufuhr mit der Nahrung unter die Norm gesunken sein, s° 
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daB der Organismus von sich aus (aus seinen Reserven) das Vita- 
min A an Stellen erhéhter Beanspruchung verschieben muB. Dies 
fihrt zu einem unter der Norm liegenden Vitamin A-Blutspiegel. 

Das Verschwinden des Vitamin A kann durch eine Reihe 
_ pathologischer Veriinderungen noch beschleunigt werden. So fihren 
cirrhotische Prozesse zu Einschmelzungen des Depots in der Leber, 
Resorptionsstérungen (Ulcus, Gastritis, Sprue) zu einer erhéhten 


F Ausscheidung des Vitamin A im Stuhl. Gegen die bisher im Blut 
S ermittelten Vitamin A-Werte sind methodische Einwinde zu er- 


heben, so daB bei Nachpriifungen sich einige Korrekturen er- 
geben werden, aber sicher wird sich an den Grundvorstellungen 


} iber das Verhalten des Vitamin A-Blutspiegels des Gesunden im 


Verhiltnis zum Kranken nichts dindern. 
Ganz anders sind die Ergebnisse tiber den Carotinblutspiegel 


‘gu beurteilen. Bei den bis jetzt zitierten Arbeiten muB man be- 
‘merken, daB Carotin oft mit nicht exakten Methoden bestimmt 
i worden ist. Manche Autoren betrachten alle in Petrolaither lés- 
F lichen Farbstoffe des Serums als Carotin. Bei gréBeren Auf- 
| arbeitungen fanden sich aber auBer den Carotinfraktionen noch 
bcine Reihe anderer farbtiichtiger Carotinoide, z. B. Lycopin, 
} Phytoxanthine und andere unbekanntere, noch nicht naher identi- 
| fizierte Carotinoide. 


Fiibrt man nun mit Hilfe der im methodischen Teil be- 


| schriebenen Chromatographie die Carotinbestimmungen durch, so 
f ergeben sich eine Reihe negativer oder andersartiger Befunde. 
) Diese Methode fiihrt zu einer Herabsetzung der Carotinwerte, und 


deshalb kann man aus den bisher gefundenen Werten noch keine 


| endgiiltigen Schliisse tiber das Vorkommen von Carotin im Blut 


ziehen. 
Eigene Untersuchungen. Zunichst soll der Vitamin A-Blutspiegel 
besprochen werden. Bei allen Versuchspersonen betrug die Vitamin A- 


' Zufuhr taglich vom 17.4.—28.4. 600 LE. Wir entnahmen 100 ccm 
Blut und konnten selbst qualitativ in keinem Fall Vitamin A nach- 


weisen. Die Erhéhung der Dosis auf 1200 LE. pro Tag, die bis zum 
8.5. gegeben wurde, fiihrte auch in Blutmengen bis zu 200 ccm zu 


'keinem positiven Vitamin A-Nachweis. Ab 9.5. wurden tiglich 


bis zum 381. 5. 2000 I.E. gegeben. Eine am 28. 5. bei allen 
5 Versuchspersonen durchgefiihrte Probe in 100 ccm Blutserum 
blieb erfolglos; da auch wie oben naher beschrieben die anderen 
Ausfallserscheinungen mit dieser Tagesdosis noch sehr erhebliche 
waren, wurde nunmehr die Dosis auf 2500 LE. erhéht. Mit dieser 
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Dosis beobachteten wir das Auftreten von Vitamin A im Bly 
Diesen physiologischen Vorgang bringen wir nicht mit der k). 
héhung der Dosis um 500 LE. in Zusammenhang, sondern yi¢. 
mehr ist er der Ausdruck dafiir, dab sowohl die Speicherorgar 
Leber und Fett als auch die Verwertungsorgane nunmebhr ar. 
gefiillt worden sind, so dab wir demnach das Vorhandensein dy 
Vitamin A im Blut als eine gewisse ,,Absattigung* des gesan. 
ten Organismus betrachten miissen. 

Am 15. 6. haben wir in 100 ccm Serum bei Ma. 35, 
Schw. 22,0, Ju. 20,0, Il. 26,0 und Ha. 30,0 LE. vorgefunden. Da 
ergibt einen Durchschnittswert von 26,6 LE. pro 100 ccm. Wi 
sehen aus diesen Zahlen, daB sich bei Ma., der jiingsten unserer 
Versuchspersonen, ein rasches Erholen seines daniederliegenda 
Vitamin A-Stoffwechsels bemerkbar macht (vgl. Tab. 11). 


Tabelle 11 
Der Vitamin A-Gehalt des Blutes 
(Angaben in 100 ccm) 























Zugabe 600 LE. 2500 LE. 

4 LSA LG) 18 | 2% | | BL? 
Ma. . — | — | — /|85,0 LE. | 70,0 LE. | 90,0 LE. | 112,0 LE. 
Schw.. — | — | — | 220 ,, |500 ,, | 73,0 ,, | 900, 
Ju. — | — | — |/200 ,, |540 ,, | 760 ,, |.1060 , 
Mm... — | — 45 — OO, 0s (Se .. 1 . 
Ha....] — | — | — | 30,0 ,, | 65,0 ,, |95,0 ,, | 1080, 

















Am 1.7. sind bei allen Versuchspersonen die Vitamin A- 
Werte fast doppelt so hoch, als die vom 15.6. Der Durchschnitt 
ergibt 59,2, also rund 60 LE. Vitamin A. Wir kénnen aber trotu- 
dem auch am 1.7. noch keine Ausheilung der gesetzten Schiden 
feststellen; sowohl Adaptometerwerte als auch Blutwerte lassen 
noch ein pathologisches Zustandsbild erkennen. 

Am 15. 7. ist wiederum ein weiterer Anstieg der Blutwerte 
zu verzeichnen. Der Durchschnittswert betragt jetzt 85,2 LL. 
Am 31.7. sind die Werte bei allen 5 Versuchspersonen iiber 
75 I.E. angestiegen und erreichen maximal den Wert 112 (Durch- 
schnittswert 104,6). Zwischen 1.7.39 und 31. 7.39 liegt die 
Spanne des Heilungsprozesses. Interessant ist, daB am 15. 7. der 
Durchschnittswert bei 85 LE. liegt. Das ist auch der Zeitpunkt, 
wo bei dieser Versuchsgruppe alle Versuchspersonen praktisch 
von ihrer Avitaminose A geheilt sind. 
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| Zugabe. . . | 1200 L.E.] 4200 LE. 5000 LE. 


| gedriickt also 43,5 LE. 
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Himoglobin, Erythrocyten, differenziertes Blutbild, Thrombo- 


b cyten, Retraktionszeit, Blutungszeit sind zur Norm zuriickgekehrt. 


Die Befunde am Auge lassen normale Adaptometerwerte, die bei 
300000 liegen, erkennen. 


Ziehen wir zum Vergleich die Blutspiegelkurve bei Zufuhr 
yon B-Carotin heran, so tiberrascht der andersgeartete Verlauf. 
Wir verabreichten vom 17. 4.—28. 4. 1200 LE. Carotin, das sind 
720 y. In dieser Zeit verlief der qualitative #-Carotinnachweis 


| negativ (vgl. Tab. 12). Am 29.4. erhéhten wir die Zufuhr auf 


2000 LE. = 1200 y 8-Carotin. Bis zum 8. 5. gelang auch hier 
selbst in gréBeren Mengen von Blut kein Carotinnachweis. Nach 
Erhéhung der Zufuhr am 9.5. auf 4200 LE. = 2520 y @-Carotin 
konnten am 15. 5. erstmalig bei 3 Versuchspersonen Spuren von 


| Carotin nachgewiesen werden. Am 1. 6. waren bereits Werte von: 


Re, = 9,3 y, Me. = 11,0 y, Schr. = 8,7 y, Ill. = 11,3 y, Be. = 9,4 y. 
Durchschnittswert 9,84 = 10,0 y f#-Carotin nachweisbar. Diese 


| 10y 8-Carotin sind 16,6 LE. gleichzusetzen. Carotin lieB sich 


also zu einem Zeitpunkt nachweisen, an dem Vitamin A bei den 
anderen Versuchspersonen noch nicht im Serum anzutreffen war. 


Tabelle 12 
6-Carotin, Angaben in y 








17.4. | 1.5. | 15.5. | 1.6. |15.6.| 1.7. [15.7.[ 81.7. 





| 




















Re, ‘ s 93 | 18,3 | 21,0 | 27,3 | 27,5 
Mie. i — | Spur | 11,0 | 19,0 | 23,5 | 26,9 | 28,0 
Schi sie me | a 8,7 | 16,0 | 20,9 | 24,3 | 26,8 
| Bu. sa — | Spur | 11,3 | 187 | 24,5 | 27,0 | 27,0 
Be. x ie | ar 94 | 15,3 | 230 | 25,0 | 28.0 





Am 15. 6. ist wiederum ein Anstieg zu bemerken, und zwar 
auf einen Durchschnittswert von 17,46 = 17,5 y. Diese 17,5 y 
entsprechen 29,16 LE. und sollen mit der Vitamin A-Gruppe ver- 
glichen werden, bei der wir am 15. 6. ebenfalls 25 I.E. vorfinden 
ivgl. Fig. 8). 


Am 1.7. betragen die Carotinwerte im Durchschnitt 22,5 7 
in LE. ausgedriickt = 37,5 LE. 


Am 15. 7, ergeben sich als Durchschnitt 26,1 y, in LE. aus- 
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Am 31.7%. betragen die Werte bei Re. 27,5 7, Mie. 280, 
Schr. 26,8 y, Bu. 27,0 7, Be 28,0 y, das ergibt einen Darchschnitts 
wert von 27,46 = 27,5 bsw. 45,8 LK. Die Gegeniiberstellun, 
der Vitamin 4 und 8-Carotin - Blutwerte ergibt (vgl. Tab. 13): 
am 1. 6. kein Vitamin A, aber 16,6 LE. @-Carotin. Am 15. 6. jst 
der Vitamin A-Spiegel mit 25,6 dem des Carotin-Blutspiegels mi 
29,16 gleichzusetzen. Vom 1.7. ab folgt rasches Ansteigen de 
Vitamin A. Der Vitamin A-Blutspiegel ist 59,2 I.E., der des Caro. 
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tins nur 37,5. Von dieser Zeit an tritt nur noch eine langsame 
Zunahme des Carotins im Blut ein und 14Bt das unterschiedliche 
Verhalten des Provitamin A, #-Carotin, zu dem Vitamin A er- 
kennen. 
Tabelle 13 
Vitamin A- und 6-Carotin-Gehalt des Blutes 
(Angaben in 100 ccm) 























se ale ; 6 Carotin 
a Gk Ei Bn ee 
Y | L EL 
15. 5. ~- Spur | 
1.6. = 10,0 | 16,6 
15. 6. 26,6 17,46 29,12 
1.7. 59,2 258 | 3875 
15. 7. 85,2 26,1 43,5 
Baits 104,6 27,46 45,8 


Das Carotin erreicht am 31.7. mit 48,8 y seinen maximalen 
Wert im Blut und liegt damit 100°/, niedriger als das Vitamin A, 
dessen Durchschnittswert 100,46 I.E. betrigt. 





aus ] 











| aus Fig. 9 zu ersehen. 
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Die Ausscheidung von VitaminA und #-Carotin im Stuhl und Urin 


Die grundlegenden Unterschiede, die zwischen #-Carotin und 
Vitamin A in physiologischer Hinsicht bestehen, sind schon durch 
das Verhalten des Blutspiegels kurz angedeutet worden. Betrachten 
wir zuna’chst einmal die Ausscheidung von Vitamin A im Stuhl. 
Alle unsere Belastungsversuche mit Vitamin A fiihren ohne weiteres 


' zu dem Schlu8, daB das Vitamin A vom Organismus besser ver- 


wertet und demnach besser ausgenutzt wird. Das Vitamin A ist 


' fir den Organismus schon in so physiologischer Form in den 


Konzentraten vorhanden, daB in keiner Weise erst besonders 


| giinstige Resorptionsverhiltnisse geschaffen werden miissen. 


Bis zum 1. Juli — vom 17. April an gerechnet — hat jede 


' der Versuchspersonen 142000 I.E. Vitamin A erhalten. Diese groBe 
| Menge hat der Organismus gespeichert oder verwertet. Es ist 
/ uns in dieser Zeit auch bei gréBerem Aufarbeiten von Stuhl nicht 
© méglich gewesen, Vitamin A nachzuweisen. Man kénnte noch 
' annehmen, daB das Vitamin A im Darm zerstért wiirde und die 


Abbauprodukte in keiner Weise von uns erfa8t werden kénnen. 


' Gegen diese Annahme spricht aber, daB die Mangelerscheinungen 


beseitigt, bzw. gebessert wurden — eine Tatsache, die nur durch 
Wirkung des Vitamin A erklart werden kann. 
Rechnen wir die verbrauchte Gesamtmenge von 142000 LE. auf 


| die Anzahl der Tage um, so erhalten wir 142000:76 = 1868 LE. 


pro Tag, die notwendig waren, um den Organismus mit Vitamin A 


| abzusattigen. Denn vom 1. Juli an gelingt es uns, im gesammelten 
| Stuhl aller Versuchspersonen pro 100g Spuren von Vitamin A, und 
» zwar etwa 5 LE. nachzuweisen. Der Organismus scheidet von 
| jetzt ab Vitamin A aus. 


Tabelle 14 


Die Ausscheidungen betragen: 
Angaben in LE. 




















15. Juli 20. Juli 31. Juli 
es aS 100 500 500 
ar 125 440 580 
a. ee 80 300 630 
ees ee 200 290 710 
We boas 250 470 520 





Angaben in 1000 g Faeces 


Diese mit dem Stuhl ausgeschiedenen Vitamin A-Mengen sind 
Wir miissen aus dieser Ausscheidung 
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die Tatsache entnehmen, daB seit dem 15. Juli sowohl ein yoy. 
maler Blutspiegel als auch praktisch ein klinisch geheiltes 7). 
standsbild vorherrscht, dab der Organismus das Angebot yoy 
2500 IE., welches vom 1. Juni an bestand, mit einer Ausschej. 
dung des Uberangebotes beantwortet. 

Die Ausscheidung, die bei unseren Versuchspersonen sich jp 
allen Tagen zwischen 500 und 770 LE. bewegt, zeigt auch noch 
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deshalb diese Schwankungen, weil die Defiakation, bezogen auf die 
Applikation des Vitamin A-Praparates, zu ganz verschiedenen Tages- 
zeiten stattfand. Im Urin konnte weder Vitamin A noch f-Carotin 
nachgewiesen werden. 


Der Tagesbedarf des Menschen an Vitamin A 

Wir kommen auf Grund dieser Untersuchungen zu dem Er- 
gebnis, da8 der Organismus 1868 I.E. tiglich bendétigt hat, um 
seine spezifischen Vitamin A-Vorratsorgane mit diesem Vitamin A 
abzusattigen. Dieser Wert stellt demnach das Minimum des Tages- 
bedarfes an Vitamin A dar, um gréBere Ausfallserscheinungen 20 
decken. Bei den physiologischen Schwankungen der Resorption 
und Ausscheidung laBt sich unméglich auf 1 LE. die Tagesmenge 
exakt berechnen. 2500 LE. stellen eine gute Vitamin A-Versorgung 
des Erwachsenen dar. Wir kommen fiir den erwachsenen Menschen 
zu der Forderung, daB 2000 LE. demnach die unterste Grenze 
seines Vitamin A-Bedarfes sind. 

Die Verhaltnisse der #-Carotin-Ausscheidung stellen uns vor 
ganz andere Fragen der Ausnutzung (Fig. 9). 
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Wir haben bei den 5 Versuchspersonen eine Ausscheidung 


» des Carotins im Stuhl bereits einen Monat nach Beginn der 


Carotinverabreichung feststellen kénnen. 

Am 17. Mai lassen sich Spuren von -Carotin im Stuhl erst- 
malig nachweisen. Es tritt nunmehr in der folgenden Zeit ein 
groBerer Anstieg der Ausscheidung auf, die fast bis zu 50°/, der 
tiglich verabreichten Menge fiihrt. Am 15. Juni schieden die 
Versuchspersonen bei einer Tagesgabe von 5000 LE. folgende 
Mengen aus: 


Tabelle 15 








15. Juni 1. Juli 15. Juli 31. Juli 

i oes 1430 1900 2400 2400 
- “epee 1500 2 2300 2300 
a sy sp 1620 1880 1990 2200 
RP Srey 1690 2300 2000 2700 
Oe 5 aoa 1700 2200 2300 2600 














Die Zahlen zeigen am 1. Juli eine weitere Steigerung bis zum 
Maximum von 2300 LE. Am 15. Juli werden im Minimum von den 
Versuchspersonen Schr. 1990 und im Maximum von Be. 2300 LE. 
ausgeschieden. Am 31. Juli liegt das Minimum bei 2200, das 


| Maximum bei 2700 LE. Driicken wir diese Werte prozentual 


aus, 80 hat der Organismus 44—54°/, des verabreichten #-Carotins 
ausgeschieden. 
Auch van Eekelen fand bei Verabreichung von {-Carotin 


) in éliger Lésung eine Ausniitzung von 60°/,. 


Zur Erklirung dieser Werte ist zuniachst das Schrifttum 


| heranzuziehen, um das Verhalten der Vitamin A- und #-Carotin- 
_ Ausscheidung und damit der Ausnutzung zu besprechen. 


Wir wissen, daB das Carotin im Organismus die Fiahigkeit 
hat, Vitamin A-a’hnliche Wirkung zu entfalten. Dabei miissen wir 
zur Erklirung dieser Tatsache zwei Deutungsméglichkeiten an- 


| fihren. 


1. Das Carotin hat von sich aus Vitamin A-’hnliche Wirkung oder 
2. es muB im Organismus, ohne seine spezifische Wirkung 


| zu verlieren, in Vitamin A umgewandelt werden. 


Wir nehmen nach allgemeiner Ansicht an, da8 die 2. Er- 
klirungsméglichkeit — also eine Umwandlung von §-Carotin in 
Vitamin A im Organismus — als die wahrscheinliche gelten muB. 
Wagner, der die Umwandlung von Carotin in Vitamin A im Wal 
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studiert hat, konnte feststellen, dab sich in den Fettspeichern de 
Wales und in der Leber nur Vitamin A nachweisen lieB. Diege 
am gréBten Saéugetier durchgefiihrten Befunde weisen mit gréfte 
Wabhrscheinlichkeit darauf hin, daf in der Siugetierreihe die Un. 
wandlung von Carotin in Vitamin A im Organismus stattfinden kann, 

I.8.C. Smith hat die Bildung von Vitamin A aus Dihydr. 
carotin fiir méglich gehalten. Uber diese Umwandlungsméglichkeit 
Dihydrocarotin — Carotin — Vitamin A liegen eine Reihe gréBerer 
Arbeiten von Karrer, Euler, Holmstrém, Ahmad und 
Drummond vor. 

Exaktere Vorstellungen erhalten wir bei der Verwendung von 
Oxydationsprodukten des Carotins. Durch verdiinnte Chromsiiure 
erhailt man #-Oxy-Carotin und f#-Carotinon. #-Carotinon ist 
im Tierversuch noch bei 30 7 tiglich verabreicht an Ratten up- 
wirksam. (#-Oxy-Carotin dagegen verursacht schon bei 57 eine 
gute Wachstumswirkung. Diese biologische Wirksamkeit ist auf 
den unversehrten f-Jonon-Ring zuriickzufiihren. 

Der erhaltene Teil des £-Carotin-Molekils kann zur Bildung 
des Vitamin A benutzt werden. Kuhn und Brockmann wiesen 
in der Leber solcher mit 8-Oxy-Carotin gespritzten, sonst Vitamin A- 
frei ernihrten Ratten Blaufirbungen mit Antimontrichlorid nach, 
deren Absorptionsband bei 620 my lag. Diese Befunde werden 
auch bei Fitterung von #-Carotin an Ratten erhoben und lassen 
uns iiber die biologische Uberlegenheit des #-Carotins gegeniiber 
a- und y-Carotin ein klares Bild gewinnen. 

Brockmann und Marie-Luise Tecklenburg entwickeln 
iiber die Ausnutzung des #-Carotins im Organismus die Anschauung, 
daB durch Anlagerung von 2 Molekiilen H,O aus #-Carotin C,,H,, 
2 Molekiile Vitamin A C,, H,,O entstehen kénnen, wiahrend ¢- 
und 7-Carotin nur 1 Molekiil infolge ihres asymmetrischen Baues 
entstehen lassen kénnen. Uber den Nutzeffekt, den #-Carotin bei 
der Umwandlung in Vitamin A bei der Ratte erfihrt, dient, uns 
eine Auswertung von Carotin an Ratten, die Scheunert und 
Schieblich durchgefihrt haben, mit dem Ergebnis einer Grenz- 
dosis von 2,5 y. 

Die gleiche Wirkung erzielt man bei Verabreichung von 
mindestens 0,5 y eines Vitamin A-Priparates. Nimmt man an, 
daB 1 Molekiil #-Carotin 2 Molekiile Vitamin A ergeben kann, s0 
miiBten demnach etwa 2,57 Vitamin A entstehen. 

Tatsache ist jedoch, daB eine Wirkung von hiéchstens 0,57 
entsteht. Es folgt hieraus, daB der Organismus von /-Carotin 
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nur eine Ausbeute von 20°/, bei der Umwandlung angeboten 
© erhalt, wobei wir nicht entscheiden kénnen, ob bei der Resorption, 
bei dem Transport und bei den Umwandlungsprozessen diese 
‘Verluste eintreten. 


Dn, Diese gleichen Befunde lassen sich auch bei der Speicherung 
© in der Leber solcher mit Carotin gefiitterten Ratten feststellen. 


In neuerer Zeit gelingt es, mit verfeinerter Methodik schon 
mit 1,27 @-Carotin die gleiche Wirkung zu erzielen, die man 
nd Hy friher mit Gaben von 2,5y erzielt hat. 


: Es wire damit die erhaltene Vitamin A-Menge mit 1,27 an- 

0 Be zugeben. Der Verlust, angenommene Vitamin A-Wirkung bei 0,5 7 

+2 x 100 = 41,7%/,. Die Aus- 

n- JB nutzung betriige demnach 41,7°/,. Damit kann man annehmen, 

ne J daB nur 50°/, des zugefiihrten Carotins tatsichlich eine Vitamin A- 

uf [ Wirkung entfalten und der Rest bei der Umwandlung oder bei 
) der Resorption verloren geht. 


ng Diese Diskussion der Ergebnisse ist in Parallele zu setzen 
2 #. mit Befunden, die Coward und Underhill erhoben haben. Die 
\- JF Wirksamkeit von Vitamin A geben sie im Mittel mit 3,32 « 10° I.E. 
h, pro g an. Der internationale Standard von f-Carotin ist mit 
0 1,667 x 10° LE. pro g festgelegt. Daraus folgern sie, dab 
‘1 | Mol 2-Carotin im Organismus nur 1 Mol Vitamin A liefert. 


Diese theoretischen Betrachtungen stehen in keinem Gegensatz 
zu unserem am Menschen gefundenen Ergebnisse. Sie sind nur Er- 
) klarungsméglichkeiten der Tatsache gewesen, daB bei Zufiihrung 
> J uantitativer Mengen von #-Carotin nur Wirkungen beobachtet 
6 werden, die denen von geringeren Mengen reiner Vitamin A- 
|Priparate gleichzusetzen sind. So kommen Brockmann und 
* & Tecklenburg zu der Feststellung, daB nur 20°/, ,,Nutzvitamin A“ 
'1m Organismus entsteht, unsere Tierversuche ergeben eine Aus- 
> BB beute von 41—50%, und Coward und Underhill wollen die 
theoretische Vorstellung, daB ein Molekil #-Carotin nur ein Molekiil 
Vitamin A liefern kann, auf den gleichen biologischen Vorgang 
griinden. Wir wollen bei der Annahme bleiben, daB tatsichlich 
our um etwa 50°/, vom zugefiihrten #-Carotin im Organismus ver- 
’ & wertet werden, und daB etwa50°/, der Ausscheidung anheimfallen. 


Somit ist festgestellt, daB der Organismus bei einer Zufuhr 
von 5000 LE. f8-Carotin nur 2500 verwertet. Wir haben am 
Menschen damit bewiesen, daB zwischen der Resorption von 
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Vitamin A und f#-Carotin prinzipielle Unterschiede bestehen, dgj 
aber beziiglich des tatsichlichen Nutzeffektes Ubereinstimmung 
herrscht. 


Zusammenfassung 


An 10 Versuchspersonen, die sich freiwillig zur Verfiigung 
stellten, wurde 293 Tage lang eine praktisch Vitamin A- bzy, 
8-Carotin-freie Nahrung verabreicht. Nach 188 Tagen wurde 
folgende Ausfallserscheinungen beobachtet: 


1. Adaptometerwerte (Nagelsches Adaptometer) betruge 
3500—6000 gegeniiber normal etwa 130000. 

2. Die Adaptationsbreite war 200 gegeniiber normal etwa 6500, 

3. Beim Gesichtsfeld wurde die Inversion und Einengung 
von Rot und Blau beobachtet, aber nicht als Cardinalsympton 
eines Vitamin A-Mangels gewertet. 

4. Alle Versuchspersonen zeigten eine Hinwanderung de 
Gelben, das sowohl nasal als auch temporal innerhalb des Griinen 
lag. Letztere Symptome wurden fiir weit charakteristischer als 
die Inversion von Rot und Blau angesehen. 

5. Alle Versuchspersonen zeigten nach 6 Monaten Vitamin A- 
freier Ernihrung einen starken Gewichtsabsturz. 

6. Im roten Blutbild fielen herabgesetzte Werte fiir Haimo- 
globin und Erythrocytenzahl auf, ferner Poikilocytose und 
Anisocytose. 

7. Im weiBen Blutbild herrschte Leukopenie vor und auber- 
dem im Differenzbild Rechtsverschiebung, und daneben degene- 
rative Zellen der myeloischen Reihe. 

8. Die Thrombocyten fielen von 4—500000 im Durchschnitt 
im Minimum bis auf 30000, nur eine Person hatte noch Thrombo- 
cytenwerte von 110000 aufzuweisen. 

9. Der Vitamin A-Bedarf des Menschen ergibt sich m 
Minimum mit 20001.E. Eine gute Versorgung stellt die tiagliche 
Zufuhr von 2500 LE. dar. 

10. Kine Zufuhr von 5000 LE. f#-Carotin war notwendig, um 
die gleichen Heilungsvorginge wie die Zufuhr von Vitamin A i 
erzielen. 

11. Der Unterschied, der zwischen der Ausnutzung vol 
f-Carotin und Vitamin A besteht, wird besprochen. 

12. Der Blutspiegel bei Carotin- und Vitamin A-Zufubr 1 
mehreren Zeitabschnitten wird in seiner physiologischen Bedeutung 
erortert. 
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Ich danke Herrn Prof. Scheunert fiir das mir mit der Aufgabe, die 
Durchfithrung der Versuche zu iibernehmen, erwiesene Vertrauen. 


Herr Prof. Jess hatte die Freundlichkeit, mich bei der Anlegung der 
Versuchsmethodik der Augenuntersuchungen weitgehend zu unterstiitzen. 
Herr Prof. Rauh, Oberarzt an der Universitiits-Augenklinik, priifte selbst 
sowohl die Adaptometerwerte, als auch die Gesichtsfelder nach. Herrn 
Prof. Jess und Herrn Prof. Rauh bringe ich an dieser Stelle meinen 
Dank zum Ausdruck. 
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